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-Verstiirkung der Katalasewirkung in Hefezellen. 
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‘Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15, Marz 1919.) 


Ahnliche Vorbehandlungen, wie diejenigen, welche nach 
den Untersuchungen des hiesigen Laboratoriums*) zu einer 
Vermehrung der Invertasewirkung in der Hefe fiihren, stei- 
gern gleichzeitig auch andere Enzymwirkungen”*). Dies 
trifft allerdings nicht fiir simtliche Hefenenzyme zu, und 
bei denjenigen Enzymwirkungen, welche erhéht werden, ist, 
wie schon betont wurde, die Zunahme prozentisch sehr un- 
gleich. 

Was die Katalase betrifft, so war bis jetzt iiber den 
Grad der Wirksamkeit dieses Enzymes in der lebenden Hefe 
nichts Quantitatives bekannt*). Es waren deshalb metho- 
dische Vorarbeiten notwendig. 


I. Versuchsmethodik. 


Zur Verfolgung von Wasserstoffsuperoxydspaltungen 
liegen drei Methoden vor. 

Nach der ersten wird das aus dem Peroxyd freigemachte 
Sauerstoffgas volumetrisch gemessen. Hierzu sind mehrere, 


1) Euler und Johansson, Diese Zeitschr. Bd. 76, 8. 388; Bd. 78, 
S. 246 (1912). Euler und Cramér, ebenda, Bd. 88, 8. 480 (1914). 
*) Euler und Meyer, Diese Zeitschr. Bd. 79, S. 298 (1912). 
Euler und Dernby, ebenda, Bd. 89, S. 408 (1914). 
*) Vergl. Medd. fr. Sv. Vet. Akad. Nobelinstitut Bd. 5, Nr. 23. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CY. 7 
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voneinander nicht wesentlich verschiedene Verfahren ange- 
geben (O. Loew, Liebermann, Walton’), Ba- 
telli, Santesson’), E. Hammersten, Wei- 
chardt und Apitzsch*) u.a.). Die Methode hat den 
Vorteil, dafS sie sich auch beim Arbeiten mit gefirbten und 
stark triiben Lésungen und Emulsionen anwenden aft. 

Von den Titrationsmethoden ist diejenige mit Kalium- 
permanganat am meisten angewandt worden und am besten 
ausgearbeitet (Senter‘), Euler’), Waentig und 
Steche®) u. a. 

Die jodometrische Methode ist u. a. von Jolles’) 
benutzt worden. Beim Arbeiten mit Emuisionen, welche 
Mikroorganismen enthalten, liefert sie, wie Jorns °) rich- 
tig angibt, Anlaf zu Irrtiimern, da Jod gebunden wird. 

Von den beiden ersteren Methoden ist vielleicht die vo- 
lumetrische bequemer und bei geeigneter Anwendung meist 
ausreichend genau; die Permanganatmethode gibt, wo sie 
iiberhaupt anwendungsfahig ist, genauere Resultate, wie dies 
schon Senter und in letzter Zeit wieder Weichardt 
und Apitzsch betont haben. 

Zu den folgenden Versuchen wurde deshalb iiberall, wo 
dies méglich war, die Permanganatmethode angewandt, und 
zwar wurde in der Regel mit 0,01 norm. Permanganatlésung 
unter Zusatz von Eis und etwas Schwefelsdure titriert. 

Nur wo Permanganat auf anwesende Zusaitze wie Glu- 
kose, Thymol u. a. einwirken konnte, wurde die Peroxyd- 
spaltung volumetrisch verfolgt. 

Als Hefe kam bei der Mehrzahl der Versuche unsere 


‘) Walton, Zeitschr. f. physik. Chem. Bd. 47, S. 188 (1904). — 
Auch angewandt von Reiss, Zeitschr. f. klin. Med. Bd. 56 (1905). 

*) Santesson, Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 23, S. 99 (1910). 

3) Weichardt und Apitzsch, Biochem, Zeitschr. Bd. 90, S. 337 
(1918). 

*) Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. Bd. 44, S. 257 (1903). 

5) Euler, Hofm. Beitr. Bd. 7, 8S. 1 (1906). 

6) Waentig und Steche, Diese Zeitschr. Bd. 72, 8. 226 (1911). 

*) Jolles, Miinch. med. Woch. 1904, 2083. 

‘) Jorns, Arch. f. Hyg. Bd. 67, S. 134 (1908). 
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Brennerei-Oberhefe SB II zur Anwendung. Einzelne Ver- 
zgleichsversuche wurden mit einer Brauerei-Unterhefe ange- 
stellt; dies ist besonders angegeben. 

Es erwies sich bei mehreren Versuchen wiinschenswert, 
in den Emulsionen einen Puffer anzuwenden, um die )p,,- 
Werte leichter konstant halten zu kénnen. Wie der Ver- 
such zeigt, ist die Einwirkung von Natriumphosphat auf die 
Spaltungsgeschwindigkeit gering. 

0,2 ¢ Hefe in 100 cem Wasser (A) bezw. in 100 cem 0,2 proz. Na- 


triumphosphatlisung (B) aufgeschlemmt. Von diesen Emulsionen je 50 ccm 
zu 50 ccm 0,02 n. Peroxydlésung. 


A B 
k. 10° 34 30 


Il. Verlauf der H,O.-Spaltung durch 
lebende Hefe. 


Herr G. Phragmeén hat in einer kiirzlich erschiene- 
nen Arbeit’) gezeigt, da die Spaltung durch lebende Hefe 
nach der Gleichung fiir monomolekulare Reaktionen ver- 
lauit, und dal} die Reaktionskonstanten proportional mit 
der Hefemenge wachsen. Wir fiihren folgende Versuche 
Phragméns an: 

Es wurden 50 com H,O,-Lisung mit 50 com Pufferlésung gemischt, 
worauf der Zusatz von 50 ccm Hefeemulsion erfolgte. Zu diesen Auf- 
schlemmungen wurde die im Stockholmer Laboratorium vielfach unter- 
suchte brennerei-Oberhefe SB II angewandt. 

Wenn bei diesen Versuchen py nicht zwischen 5 und 7 lag, so 
war ein ziemlich grofer Gehalt an Puffersalz notwendig, um die H-Kon- 
zentration wihrend des Versuchs konstant zu halten. Tab. a bezieht sich 
auf einen Versuch, den Reaktionsverlauf in angendhert neutraler Lisung 
zu bestimmen. Fiir geléste Katalase haben Sérensen’) und Michaelis’) 
ein Maximum der Wirkung bei py == 7 gefunden. 





'! G. Phragmén, Medd. fran Sv. Vet. Akad. Nobelinstitut, Bd. 5, 
Arrhenius-Festschrift; 1919. 

*) Sérensen, Ergebnisse der Physiol. Kd 12, S. 393 (1912); 
Biochem. Zeitschr. Bd. 21, S. 131 (1909). 

5) Michaelis, Biochem. Zeitschr. Bd. 53, S. 390 (1913). 
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Im Kolben 1 war die Hefenemulsion genau doppelt so stark wie 
im Kolben 2 und enthielt 0,33 g Hefe (Trockengewicht 27°/,) in 100 cem 
Reaktionsmischung. 


Tabelle a. 





Minuten Kolben 1 k. 10° Kolben 2 k. 10° 











| 
| 
0 20,2 | — 20,3 ie 
10 17,6 6,0 18,9 3,1 
20 154 | 5,8 17,8 2.6 
: 45 108 (6 62 14,9 3. 
Hh 9,5 5,8 13,8 | 3,3 
90 5.6 6,6 10,6 8,3 
| 


Der in der Tabelle a angegebene Reaktionskoeffizient 


] Cn—1 
= log =F 
tn — tn—1 Cn 


ist in ziemlich hohem Grad konstant; der Verlauf entspricht demgemiS 
demjenigen einer monomolekularen Reaktion. Die Konstanten sind im 
Versuch 1, also bei der doppelten Hefemenge, doppelt so grofi als im 
Versuch 2, Die Abweichungen von der Proportionalitit sind nicht grifer, 
als dafi sie sich aus der Neigung der Hefe, sich aus der Emulsion abzu- 
setzen, erkliren lassen.“ 


Dieses Ergebnis konnten wir durch einen weiteren Ver- 
such bestatigen. 


Wie auch folgender Versuch zeigt, tritt Proportionalitiit 
innerhalb der untersuchten Grenzen zu Tage, wenn die Un- 
tersuchung bei der Temperatur 0° C. stattfindet. Arbeitet . 
man zwischen 15 ° und 20 ° C. oder bei noch héherer Tempe- 

“ ratur, so treten merkliche und schlieflich starke Abwei- 
chungen von der Proportionalitit auf, indem Verdoppelung 
der Hefenmenge nicht die doppelte Reaktionsgeschwindig- 
keit, sondern eine kleinere Geschwindigkeit hervorruft. 

A. 0,1 g Hefe (26,4°/,) in 100 ccm 0,4 d-proz. Natriumphosphat- 


lisung aufgeschlemmt; 50 ccm .davon mit 50 ccm 0,02 n. Wasserstoff- 
superoxydlésung versetzt. py = 6,8. 


B. Derselbe Versuch mit 0,2 g Hefe. 
C. Derselbe Versuch mit 0,4 g Hefe. 


i 
; 
i 
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7 | Temp. 0° C. 
Minuten : ee : 
; ccm k. 10° com k. 104 ecm k. 10 
0 §.2 = 5,2 —_— 3,2 -_— 
15 5,0 1] 4.8 23 4.5 42 
30 1.8 11 4.4 24 Dt 49 
4h 1.7 10 4,1 23 3,2 47 
60 4.5 10 3,8 21 2.8 45 


In dieser Hinsicht entsprechen die Verhaltnisse bei der 
Katalase den frither fiir Invertase festgestellten Tatsachen. 

Die folgende, der Arbeit von Phragmeén entnom- 
mene Tabelle zeigt die Abhaingigkeit der Katalasewirkung 
der lebenden Hefe von der H’-Konzentration. 








1 2 > 4 5 
Minuten PH = 3,5 4,1 od, 1 5,3 7,9 
0 13.3 13,2 12,7 12,3 12,2 
1h 10,0 10,6 9,2 8.0 7,5 
35 HS 7,6 6,0 4,7 4.1 

















Puffer: Im Versuch 1, 4, 5:0,95 — mol. H, PQ,. 
Im Versuch 2, 3:0,01 n. NaAe. 
Hefe: 0,55 g (28 °/)) auf 100 ccm. 


Die Katalasewirkung der lebenden Hefe ist von p,, be- 
deutend weniger abhingig als diejenige des Hefensaftes, 
welche bei p,;, 4 schon so gut wie vollstandig gehemmt 
wird. 

Die Invertasewirkung lebender Zellen laiBt sich bei ge- 
vebener Zuckerkonzentration durch die Inversionskoeffi- 
zienten k bezw. soweit das Produkt Reaktionskoeffizient X 
Zuckerkonzentration konstant ist, durch den Quotienten 


k  g Zucker 


“‘Zellenzah! 
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ausdriicken; wie aus zahlreichen Arbeiten des hiesigen Labo- 
ratoriums hervorgeht, kann dieser nach dem gegenwirtigen 
Stand der Kenntnisse als ein Maf des Invertasegehalts *) 
der Hefe angesehen werden. Mit der gleichen Menge ein und 
derselben Hefe wird nimlich unter iibereinstimmenden iiube- 
ren Bedingungen (Temperatur, Aciditaét usw.) die gleiche 
Invertasewirkung erzielt, unabhingig davon, ob die Zellen 
durch Trocknen entwiassert wurden (soweit hierbei eine fiir 
die Invertase schidliche Temperatur nicht geherrscht hat) 
oder durch Toluol bezw. Chloroform an Zuwachs und Gir- 
taitigkeit gehemmt wurden, oder ob die Hefe frisch zur An- 
wendung kam. 

Wie in den folgenden Versuchen gezeigt wird, liegen 
bei der Katalase die Verhidltnisse nicht so einfach, vielmehr 
wird die Katalasewirkung der Zellen in hohem Grade durch 
solche dufere Bedingungen beeinfluBt, welche die Invertase- 
wirkung nicht verindern. Diese Bedingungen miissen er- 
mittelt werden, bevor eine Klarheit iiber die Bildung des 
studierten Enzyms in der Zelle gewonnen werden kann, und 
sie schienen uns fiir die Beurteilung der Enzymwirkungen 
in lebenden Zellen iiberhaupt von prinzipieller Bedeutung, 
so dafi wir unsere diesbeziiglichen Versuche hier mitteilen 
wollen. 

Wir sind bei unserer Arbeit von der Annahme ausge- 
gangen, daf nur eine Katalase in Hefezellen existiert: es 


1) Mit welchen Einschriinkungen der Begriff Invertasegehalt hie: 
einstweilen anzuwenden ist, wurde bereits frither (vgl. H. Muler, Biochem. 
Zeitschr. Bd. 85, 8. 407 [1918]) mehrfach betont. Das gleiche gilt fiir den im 
folgenden éfters wiederkehrenden Ausdruck Katalasegehalt. Ks steht nach 
dem gegenwirtigen Stand unserer Kenntnisse nicht fest, ob die Menge 
der Enzymmolekiile selbst eine Veriinderung erfiihrt. Wine vermelirte 
Enzymwirkung einer bestimmten Anzahl lebender Zellen kann_ niimlich 
auch eintreten durch eine Verminderung eines Paralysators oder durch 
die Vermehrung eines Aktivators oder Co-Enzyms. Bei der Invertase hat 
man solche spezifischen Paralysatoren bezw. Hilfsstofte bis jetzt noch nicht 
beobachtet. Bei der Katalase sind hingegen FKinfliisse solcher Stoffe mehr- 
fach beschrieben worden. 
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soll aber erwahnt werden, daf unsere neueren Versuche An- 
haltspunkte fiir das Vorhandensein zweier Katalasen im 
Sinne Loews liefern. 


Il. Versuche tiber das Verhalten der Kata- 
lase in frischen Hefezellen. 


Unsere Absicht war nun, zu untersuchen, inwieweit die 
in frischer Hefe per Zelle gefundene Katalasewirkung als 
eine reine Enzymwirkung zu betrachten ist, mit anderen 
Worten, ob sich die Katalase in der frischen Hefe wie In- 
vertase oder wie der Zymasekomplex verhialt. 


1. Kinflu6b von organischen Protoplasmagiften. 


Toluol, Thymol, Chloroform und andere Narkotika, 
welche mit dem Zellinhalt nicht oder nur langsam chemische 
Reaktionen eingehen, beeinflussen frische Hefe bekanntlich 
in der Weise, dafiS die Vermehrung der Hefe und der gréBte 
Teil ihrer Girtatigkeit sowie andere an das Protoplasma 
vebundene Reaktionen unterdriickt werden, wahrend die Wir- 
kungen freier, in den Zellen befindlicher Enzyme unbeeinfluBt 
bleiben. 


Wie sich Katalase in dieser Hinsicht verhalt, war bis- 
her unbekannt. In der dlteren Literatur haben wir eine 
Angabe von Gottstein’) gefunden, nach welcher Proto- 
plasmagifte keinen merklichen Einflu& auf Hefezellen aus- 
iiben sollen. 


Versuch Ja. 


A. 0,2 g Hefe (26,6°/,) in 100 cem Wasser aufgeschlemmt, das 
durch Zusatz von 0,5 ccm Toluol gesittigt war. Hierauf 50 cem Emal- 
sion mit 50 ccm 0,0185 n. H, O.-Lisung gemischt. py, = 6,2. 


B, Parallelversuch ohne Toluo. PH = 6,8. 


1) Gottstein, Virchows Archiv, Bd. 135, S. 295 (1893). 
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oe A. Mit Toluol eo ) B. Ohne Toluol 
cem k, 10*° ccm k. 10! 
0 5,2 — 5,2 -- 
10 4.8 3D os —" 
20 4,4 36 4,9 3 
30 4,0 38 ) 4,7 : 8B 
40 3,8 34 4,6 3 
6) 3,5 34 4,5 15 
60 O,0 33 4,4 12 
30 13 








Es ergab sich also eine starke Aktivierung (Verhaltnis 
i : 2,7), welche durch die folgenden Versuche bestatigt wird. 


Versuch Ib. 


(senau die gleiche Versuchsanordnung wie bei Ia, nur 
betrug p, bei beiden Parallelversuchen iibereinstimmend 6,2. 





A. Mit Toluol B. Ohne Toluol 











Minuten 
com k. 104 ccm k, 10° 

) 52 a 5,5 es : 
20 3,5 86 4,8 29 | 
30 2.8 89 4,5 29 
40 23 89 RB 27 
50 1,9 87 — a 
60 1,6 85 3.8 8 


Auch dieser Versuch zeigte die starke Vergréferung der 
Katalasewirkung, und zwar im Verhidltnis 1:3,1. Daf die 
Ergebnisse der beiden Versuche quantitativ nicht besser 
iibereinstimmen, liegt wohl zum Teil an der. Verschieden- 
heit von p,, bei Ia, hauptsachlich aber an der ungleichen 
Aufschlemmung des Toluols, welches — in Wasser sehr 
wenig léslich — mit der Hefe nicht immer gleichartig in 
Beriithrung kommt. 


Versuch 2a. 


: Ahnliche Versuche wie mit Toluol wurden mit Chloro- 
form angestellt. In zwei Parallelversuchen wurden 0,2 ¢ 








Verstiirkung der Katalasewirkung in Hetezellen, 


91 


frische Hefe (Trockensubstanz 30,2 %) in 100 ccm Wasser, 
bezw. in 100 ecm chloroformgesattigten Wassers aufge- 


schlemmt. 


Je 50 cem dieser Emulsion wurden unmittelbar 


darauf mit 50 cem 0,0185-n. H,O.-Lésung vermischt. 








ae 
1 


1 Syma ener age epee Sie 
- este RS 


AOR Ate ec 


; A, Mit Chloroform B. Ohne Chloroform 
Minuten ————_____—_— 
com k. 10+ ccm k. 10% 
)) 5.6 — 5,6 — 
20 2,7 158 9.05 22 
30 1,8 164 4,8 22 
40 1,4 150 4.6 21 
mo) 0.9 158 4,2 25 








Aktivierung im Verhaltnis 1 : 7,0. 


Versuch 2b. 


Genau die gleiche Versuchsanordnung wie bei la. Die 
Werte von p, bei A und B iibereinstimmend 6,5. 








lia A. Mit Chloroform B. Ohne Chloroform 
ccm k. 10* com k. 10° 
y) 5,6 = 5.6 — 
10 3,4 167 — — 
20 2,5 150 4,8 26 
30 1,6 159 4,5 26 
40 1,2 155 4,1 21 
50 0,8 159 4.0 26 
158 25 











Aktivierung im Verhaltnis 1 : 6,3. 

Die Vergréferung der Katalasewirkung durch Chloro- 
form ist unter den hier eingehaltenen Bedingungen nach 
unseren Versuchen etwa doppelt so grof als diejenige durch 
Toluol. 


a] 


Versuch 3. 


Kin ahnlicher Versuch wurde mit Thymol angestellt, 
und zwar, da Thymol von Permanganat angegriffen wird, 
nicht durch Titration, sondern volumetrisch. 
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A. 0,2 g Hefe in 100 com mit Thymol gesittigten Wassers aufge- 
schlemmt, 50 com davon mit 50 ccm 0,0185 n. H,O,- Lisung gemischt. 
B. Parallelversuch ohne Thymol. 








Minuten | —...cCM Os (15°: feucht) 
Mit Thymol Ohne Thymol 
15 12 | 11 
8 14 | 13 
60 22 16 
90 28 20 
105 30 21 





Schon durch die sehr geringe in Wasser lésliche Menge 
Thymol wird also eine starke Aktivierung hervorgerufen. 
Hier nimmt wiihrend des Versuchs die Aktivierung mit der 
Zeit zu. 

Versuch 4. 

Mit Toluol, Thymol und Chloroform, welche in Wasser 
eine sehr geringe Léslichkeit besitzen, konnte der Einfluss 
der Konzentration des Aktivators nicht untersucht werden. 

Es wurde daher ein weiterer Versuch mit einem wasser- 
léslichen Protoplasmagift angestellt, und zwar mit Phenol. 

In drei Parallelversuchen wurden 0,4 ¢ frische Hefe 
(Trockensubstanz 26,6 %) in 100ccm Wasser und 10 ccm 
8 %iger Dinatriumphosphatlésung aufgeschlemmt und mit 0 
bezw. 0,5 und 2g Phenol versetzt. Zu den Emulsionen 
wurden 100 cem 1/100-n. H.O. zugegeben. Die Messung der 
Reaktionsgeschwindigkeit geschah volumetrisch. 











com O, 
Minuten | Ohne Phenol | Mit 0,5 g Phenol | Mit 2 g Phenol! 
PH 7 Po ~~ 6,9 | Pu 6,6 
20 7,5 | 9,0 | 14,2 
40 9,5 14,5 186 
60 11,5 18,3 21.5 
80 13.5 19,5 22.5 





Die erhaltenen Zahlen zeigen, daf sich bei Phenol 
mehrere Einfliisse geltend machen. Zu Beginn der Reaktion 
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ist die Aktivierung einigermafen proportional der zuge- 
setzten Phenolmenge; schon nach 12 Stunde macht sich aber 
ein schidigender Einflu8 des Phenols auf das Enzym bemerk- 
bar, und zwar in der konzentrierten Phenollésung stirker 
als in der verdiinnteren, so dafs die Proportionalitit zwi- 
schen Phenolmenge und Aktivierung vollstandig verschwin- 
det und der zeitlhiche Fortschritt der Peroxydspaltung im- 
mer mehr gehemmt wird. 

Es ist iibrigens nicht ausgeschlossen, daB bei Anwen- 
dung von 2g Phenol das Maximum der Aktivierung bereits 
iiberschritten war. 

Aus den Versuchen 2 bis 4 ergibt sich also das auf- 
fallende Resultat, daf die Katalasewirkung der frischen 
Hefe durch Zusatz sehr geringer Mengen von Protoplasma- 
giften auf ihren 2—6fachen Wert, vermutlich héher, ge- 
steigert werden kann. 

Bevor man der Ursache dieses eigentiimlichen Effektes 
weiter nachgeht, wird man fragen, ob bei anderen enzyma- 
tischen Reaktionen ahnliche Wirkungen bekannt sind. 

Die Reizwirkungen sehr kleiner Mengen von Proto- 
plasmagiften auf den Gérungsvorgang der Hefe, wie sie z. B. 
Hans und Beth Euler sowie Euler und Sahlén’) 
gemessen haben, kénnen als Analogiefalle nicht in Betracht 
kommen; die Aktivierung ist dort von einer ganz anderen 
GroBenordnung und geht bei etwas gesteigerten Giftmengen 
in eine Hemmung iiber. Eine starke Vergréferung einer 
Enzymwirkung, naimlich der Karboxylasewirkung lebender 
Hefe, ist von H. und B. Euler (1. ¢.) und von Euler und 
L6wenhamn beschrieben worden”). 


1) Euler, Hans und Beth, Fermentforschung bd. 1, 8S, 465 (1916). 
Euler und Sahlén, Zeitschr. f. Girungsphysiol. Bd. 3, 8, 225 (1913). 

*) Euler und Liwenhamn, Diese Zeitschr. Bd. 97, 8. 279 (1916). 
Da brenztraubensaure Salze auch in Gegenwart von Toluol und Chloro- 
form vergoren werden, war bereits von Neuberg und seinen Mitarbeitern 
(Biochem. Zeitschr. Bd. 36, S. 76 [1911]) angegeben worden, welche jedoch 
die Aktivierung nicht beobachtet hatten; vgl. iibrigens auch Biochem. 
Zeitschr, Bd. 79, S. 376 (1917). 
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Kine weitere interessante Analogie ist die Hervor- 
rufung der Phosphatesewirkung frischer Hefe durch Toluol 
und Chloroform, welche 1912 von Euler und Johans- 
son’) beschrieben wurde. 

Unterschiede zwischen den beiden Fallen liegen insofern 
vor, als die Zymophosphatsynthese durch frische Hefe ohne 
Zusatz von Toluol usw. iiberhaupt nicht eintritt. 

Unser neuer Effekt muf quantitativ noch weiter er- 
forscht werden, insbesondere hinsichtlich des Einflusses der 
Kinwirkungszeit und der Konzentration der Aktivatoren und 
beziiglich der Umkehrbarkeit der Aktivierung. | 

Einstweilen haben wir uns der Frage zugewandt, ob 
eine dihnliche Erhéhung der Katalasewirkung von Hefezellen 
in anderer Weise hervorgerufen werden kann. 

Unsere nichsten Versuche betrafen die 
2. Verinderung der Katalasewirkung beim Trocknen 

der Hefe. 
Versuch 5a. 

A. 0,2 g frische Hefe von der Trockensubstanz 26,8 °/, wurden in 
100 ccm Wasser aufgeschlemmt. Von dieser Emulsion wurden 50 ccm 
mit 50 cem 0,0185 n. H,O.-Lésung vermischt. py = 7,3. 

B. Die gleiche Hefe wurde 3 Stunden lang bei Zimmertemperatu: 
vetrocknet (Trockensubstanz nunmehr 54,2 °/,). Nun wurden 0,2 ¢ in 
100 cem Wasser aufgeschlemmt und 50 ccm davon mit 50 ccm 0,0185 n. 
H,O,-Lésung versetzt. py == 7,3. 

C. Die gleiche Hefe wurde 20 Stunden lang bei Zimmertemperatuy 
vetrocknet (Trockengewicht nunmehr 87,4 °/,). 0,02 g dieser Hefe wurdeu 
wie oben behandelt. p,; = 7,5. 











Minuten = — 5 ” 
ccm k. 10¢ ccm k. 104 com k. 104 
0 56 | — | 4 | — | 48 
10 5,3 24 45 | 79 3,4 10 
20 4,9 29 38 | 76 25 l4y 
30 4.6 28 32. |. 1.9 134 
40) 44 26 27 | % 1,4 132 
50 42 | 2% 24 | 70 _ — 
60 4,0 24 1.9 75 oo oa 
25 7d 140 











) Euler und Johansson, Diese Zeitschr. Bd. 80, 8. 175 (1912). 
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Berechnet man die erhaltenen Konstanten auf das 
Trockengewicht 0,05 g, so ergeben sich folgende Zahlen: 











‘Trockensubst. Trocknungsdauer k. 104 Verhiltnis 
der Hefe Stunden ; der Reaktions-Konst. 
36.5 °/,, = 25 1,0 
78,6 °/, 3 34 14 
37,4", 20 400 16,0 











Versuch Sh. 


Ein vor dem Versuch 5a angestellter orientierender, 
vollig analoger Versuch hatte folgende Resultate ergeben: 








'Trockensubst. | Trocknungsdauer k 104 Verhiiltnis 
der Hefe Stunden ; der Reaktions-Konst. 
26,5, ik 16 1,0 
38,6), 8 32 2.0) 
87,5°, 20 175 11,0 











Der Grad der Erhéhung der Katalasewirkung durch 
Trocknung ist offenbar abhaéngig von der Dauer und Tem- 
peratur der Trocknung, dem Ausgangszustand der Hefe usw. 

Der gleiche Effekt, welcher hier bei der Brennerei-Ober- 
hefe SB II festgestellt war, wurde nun auch bei einer Unter- 
hefe, und zwar unserer Rasse H, untersucht. 


Versuch 6. 


A. 0,2 g frische Hefe (Trockensubstanz 36,4°/,) wurden in 100 ccm 
Wasser aufgeschlemmt; davon 50 ccm mit 50 ccm 1/50 n. H, O,-Lisung 
vermischt. 

B. Die gleiche Hefe wird 3 Stunden bei Zimmertemperatur (Trocken- 
substanz nunmehr 78,6°/,) getrocknet; dann wie oben 0,2 g in 150 ccm 
Wasser aufgeschlemmt, 50 ccm hierauf mit 50 ccm 1/50 n. H, O,-Lisung 
versetzt. 


C. Die gleiche Hefe wird 20 Stunden bei Zimmertemperatur ge- 
trocknet (Trockensubstanz nunmehr 87,4°/,); 0,2 g in 100 ccm Wasser 
aufgeschlemmt und dann wie oben behandelt. 


—— Se ay Wo a 
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, A B c 
eee com k.10¢ com k.108 com k. 104 
| | 
0 47 > — 4.8 -= 4,8 — 
10 4,2 48 2,1 359 4,2 58 
20 3,8 46 09 363 88 -| 51 
30 3,4 47 0,6 310 3,2 46; 
40 3,1 45 0,2 345 2,9 44 
50 2,7 48 344 2,7 42 
60 2,5 46 AR 
| 47 | 
Trockensubst. 0,078 g/Trockensubst. 0,157 g} Trockensubst, 0,UL75 ¢ 
Berechnet auf Berechnet auf Berechnet auf 
Trockensubst. 0,06 g | Trockensubst. 0,06 g | Treckensubst. 0,06 ¢ 
k. 104 = 38,6 zk. 10° = 1381 k. 104 = 165 
Man findet also fiir unsere Unterhefe: 
Trockensubst. | Trocknungsdauer k. 104 Verhaltnis der 
der Hefe Stunden ber. fiir 0,06 g | Reaktions-Konst. 
86,5 %/, _ 38,6 1,0 
78,6 %/, 3 131 $. 
87,4 °/, 20 165 4,3 











Versuch 7. 
Eine wie bei Versuch 6b hergestellte Emulsion wurde 
zweimal durch Filtrierpapier filtriert und hierauf mit H,0.- 
Lésung wie im Versuch 6 vermischt. 














Minuten ccm k 10 
0 5,4 a 
20 5,0 8 
30 4,9 9 
40 4.7 10 
60 4,5 10 
¥ 


Die Katalasewirkung der Liésung ist also nur gering, 
d. h. aus der getrockneten Hefe ist nur wenig lésliche Kata- 
lase in die umgebende Fliissigkeit iibergegangen. 


Wenn 








\w 


Verstirkung der Katalasewirkung in Hefezellen. G7 
. 


also die Trocknung eine Veranderung der Zellmembran her- 
vorgerufen hat, so mu dieselbe sich hauptsachlich dadurch 
geltend machen, dali das Wasserstoffsuperoxyd nach der 
Trocknung leichter in die Zellen eindringt. 


Versuch &, 


Sowohl Entwisserung als Gegenwart von Protoplasma- 
viften ruft bei frischer Hefe eine Erhéhung der Katalase- 
wirkung hervor. Es wurde nun durch die folgenden Ver- 
suche gepriift, ob die Aktivierung, welche Toluol und Chloro- 
form bei der frischen Hefe hervorriefen, auch bei den ent- 
wiisserten Zellen eintritt. 

A. Von der Hefe, welche wahrend 24 Stunden bis zum Trocken- 
gehalt 91,9°/, bei der Zimmertemperatur getrocknet worden war, wurden 
0.02 g in 100 cem Wasser aufgeschlemmt, die Emulsion mit 0,5 ccm 
Toluol versetzt und geschiittelt. Davon 50 cem gemischt mit 50 ccm 
Peroxydlisung. 

b. Die gleiche Menge der getrockneten Hefe ohne Toluolzusatz in 
gleicher Weise behandelt. 

Wir geben der Kiirze halber nur die Mittelwerte der 
Konstanten an: 

A B 
ik. 26 22 

Der Grad der Aktivierung durch Toluol ist also bei der 
cetrockneten Hefe auferst gering und fallt kaum auferhalb 
der Versuchsfehlergrenzen. 

Ein analoger Versuch, bei welchem Chloroform anstelle 
von Toluol zugesetzt wurde, hat sogar eine Erniedrigung 
der Katalasewirkung ergeben: 

Mit Chloroform Ohne Chloroform 
k. 104 15 17 


Méglicherweise handelt es sich hier um einfache Gift- 
wirkung auf das freie Enzym. Ist dies der Fall, so muB 
man annehmen, daf die Aktivierungen der frischen Hefe 
noch gréfer sind, als die erhaltenen Konstanten angeben, 
da sich iiber die Aktivierung noch eine Hemmung super- 
poniert. 
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Versuch 9. 


Wie die Versuche 5a und b zeigen, ruft eine Entwisse- 
rung der Hefe durch Trocknung bei Zimmertemperatur eine 
Steigerung der Katalasewirkung auf das 10—15fache des 
urspriinglichen Wertes hervor. Auch die bekannte Me- 
thode, Hefe durch Behandlung mit Alkohol oder Aceton zu 
entwassern, liefert ein Priaparat, welches gegeniiber der 
frischen Hefe eine erheblich vergréBerte Katalasewirkung 
zeigt. ) 

A. 0,2 g frische Hefe in 100 com einer 0,4proz. Natriumphosphat- 
lisung aufgeschlemmt; davon 50 cem zu 50 com der Peroxydlisung. 

Bb. Frische Hefe vom Trockensubstanzgehalt 31,2°/, mit der 6fachen 
Menge 91 proz. Alkohols 10 Minuten verriihrt; um den schiidlichen Ein- 
flu des Alkohols herabzusetzen, war dieser vorher auf 5—10° C. abgekiihlt 
worden. Nach 10 Minuten wurde dekantiert und der abgegossene Alkohol 
durch absoluten ersetzt, welcher weitere 10 Minuten mit.der Hefe in 
Beriihrung blieb. Hierauf wurde nochmals dekantiert, der Rest abgesaugt 
und abgepreft und schlieBlich im Vakuum verdunstet. 


Von dieser Hefe (Trockengehalt 92,2 %) wurden 0,02 g 
wie bei A. behandelt. 

Ein vollkommen analoger Versuch wurde mit Aceton 
ausgefiihrt. 

Wir geben der Kiirze halber die auf die Hefemenge 
0,05 g (berechnet als Trockensubstanz) reduzierten Mittel- 
werte der Reaktionskonstanten: 


Frische Hefe Alkohol-Trockenhefe Aceton-Trockenhefe 
k. 10¢ 23 106 102 


Die Aktivierung war hier nur etwa halb so grols wie 
diejenige, welche durch einfache Trocknung an der Luft er- 
zielt worden war. Das konnte dadurch bedingt sein, dal 
der Alkohol bezw. das Aceton einen Aktivator aus der Hefe 
durch Lésung entfernt, so daB eine primar eintretende starke 
Aktivierung durch diesen sekundiren Effekt zum Teil auf- 
zehoben wird. 


Wie der folgende Versuch zeigt, ist dies aber nicht der 
Fall. 
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=) Versuch 10. 
7 A. 0,2 g an der Luft auf 89,8°/, Trockensubstanz getrocknete Hefe 
wurden in 1000 ccm 0,4 n. Natriumphosphatlisung aufgeschlemmt: p;; — 6.5. 
Davon 50 ccm mit 50 ccm Peroxydlisung gemischt. 
B. Die zu A verwendete luftgetrocknete Hefe mit der 10fachen 
Menge absoluten Alkohols im Mérser 1 Stunde verrieben. Hierauf abge- 
sogen, abgepreft, getrocknet (Trockensubstanz 90,3°/,). Von der so be- 
handelten Hefe 0,2 g wie bei A verwendet. 


Wir geben die Reaktionskonstanten (unreduziert) an. 








; A. Nicht extri ahiert B. Extrahiert mit Alkoho! 
Minuten -j|—— 
ccm k. 10¢ ccm k. 10* 
0 47 | = 5,1 - 
10 2,4 | 292 * 2,8 260 
20 1,5 279 1,5 265 
| 285 | 262 








Eine wesentliche Beeinflussung der getrockneten Hefe 
durch den Alkohol findet also nicht statt. 


3. Einflu6B der Temperaturerhéhungen der wissrigen 
Hefeemulsionen. 
Versuch 11. 
0,2 g Hefe in 100 ccm 0,4 proz. Natriumphosphatlisung aufgeschlemmt. 
In Versuch A bleibt die Hefe bei Zimmertemperatur. Die ent- 
sprechenden Versuchslisungen B bis E werden 1 Stunde auf héherer 
Temperatur gehalten, und zwar: 
A B C D KE 
bei Wg 50° 60° 65° 70° 
Ph == 6,7—6,9 6,8—6,9 6,7—6,9 6,7—6,9 6,7—6,9 
Die angegebenen pH- Werte sind vor und nach der Erhitzung gemessen. 
60 ccm der Emulsionen werden mit je 50 com H, O,-Lisung versetzt 
die Spaltungsgeschwindigkeiten werden durch Titration gemessen. 





























if & | St « 5 e-e. 8 
ten cem k.10'}| com k.10*} cem_ k.10*] com k.10*] com’ k. 10* 
ote | «Pee pene | = as | ae} 
: 20) 3,6 | 57 3,0 55 1,2 | 297 | 67 4,9 —_— 
| 40 127 | 60] 28 | 52 ] 05 | 268 8 | 61) 49 — 
60 | 225) 54722) 52] — | — 23 | 55149 | — 
so |— | —~] 18 | 50} — | — | 20 50 | 49 1 — 

57 52 | 282 | 58 | 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 8 
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Die auferordentlich auffallende Wirkung der Tempe- 
ratur konnte darauf beruhen, dafs ein wesentlicher Teil der 
Katalase aus den Zellen austritt und im Medium gelést die 
erheblich gréRere Spaltungsgeschwindigkeit der auf 60° C. 
erwirmten Lésung hervorruft. Um zu priifen, ob mit einer 
solchen Annahme gerechnet werden kann, wurde der folgende 
Versuch angestellt. 

Versuch 12. 

Vier Parallelversuche, 

0,2 g frische Hefe (Trockensubstanz 27,3°/,) wurden in 100 ecm 
0,4 °/,iger Natriumphosphatlésung aufgeschlemmt. In den Versuchen A 1 und 


A2 wurden die Emulsionen 1 Stunde auf 60°C. gehalten, die Emulsionen 
B81 und B2 wurden nicht erwirmt. 


Die Emulsion Al wurde nach dem Erwiirmen und Wiederabkiihlen 
tiltriert, die Emulsion A2 wurde in der gewéhnlichen Weise unfiltriert 
untersucht. Ks ergab sich folgendes: 








AL Filtriert. AQ, Nicht filtriert. 
Vor Erwiirmung: py = 6,05 Vor Erwirmung: py = 6,3 
Nach n Po = 6,4 ~ Nach ‘ PH == 6,4 
k. 104 


Minuten ccm Minuten ccm 








0 | 5,0 > | 6e | — 
20 | 5,0 90 | «+414 +| 297 
40 | 4,8 40 | Of 274 
60 | 4,7 , 


Die Parallelversuche B wurden in gleicher Weise aus- 
gefiihrt: 








Bl, Filtriert. 











Vor Erwirmung: py == 6,3 Vor Erwirmung: py == 6,3 
Nach ? Pa = 6,4 Nach ” PH = 6,4 
~ Minuten ccm Minuten ccm k. 10 

0 | 5,2 0 53 0 = 

20 5,1 20 41 | 56 

40 5,0 40 32° 55 

60 * 49°. 60 2,0. o4 

55 
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Ob die in den Versuchen Al und B1 beobachtete ge- 
ringfiigige Spaltung von geléster Katalase herriihrt oder 
von einigen in das Filtrat iibergegangenen Hefezellen, kén- 
nen wir nicht mit Sicherheit sagen. 


Daf die Konstante des Versuches A2 etwas kleiner 
ausgefallen ist als im vorhergehenden Versuch (275 gegen 
282), beruht auf kleinen Unterschieden der Hefepraparate, 
der Aciditaét und der Dauer des Erwirmens. Dieser Unter- 
schied betrigt kaum 3 % des Wertes der Konstanten und 
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liegt innerhalb der Versuchsfehler. Die Ubereinstimmung 
mu also als gut bezeichnet werden. 


Versuch 13. 


Ein in ganz ahnlicher Weise ausgefiihrter Versuch lieferte folgende 
Ergebnisse (Erwarmungsdauer 1 Stunde, py = 6,7—6,9 nach der Er- 
hitzung). 


A B C 
Temperatur: 17° 52,5° 56° 59° 64° 
k, 10 39 380 54 161 80 
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Versuch 14. 


Bei diesem Versuch wurde die Erhitzung 80 Minuten lang vorge- 
nommen. Die Aciditit betrug 6,6—6,8, eingestellt nach der Erhitzung. 

















A 5 C D 
Temperatur: th 50° 5D” 62° 
k. 104 32 29. «104 —~—=—s 119 
O 
700 
Ei 
of ? 
500 

















\ 
= uk 


55° 60° Jen 
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In der Figur 1 haben wir die Ergebnisse der Versuche 
11, 13 und 14 zusammengestellt, Figur 2 gibt direkt die 
Konstanten von vier weiteren Versuchen an. 

Es liegt nahe, fiir den zuletzt beschriebenen Effekt und 
die Wirkungen der Entwiisserung und der Protoplasmagifte 
eine gemeinsame Deutung zu suchen. 


Versuch 15. 


Die Lage des Temperatur-Maximums der Katalase- 
wirkung muf auch von der Dauer der Erhitzungszeit ab- 
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hingig sein. Bei einem Versuch mit 2 stiindiger Erhitzung 
mifgliickte leider die Messung bei der héchsten Temperatur, 
so dafi nur der erste Teil der Kurve festgelegt werden 
konnte. 


Nach dem Erhitzen der Lisungen wurde pj; auf 6,7—7,0 eingestellt. 


A B C D 
‘Temperatur: 17° 45° 50° 55° 
k. 104 34 32 42 105 


Versuch 16. 


Die Abhingigkeit der Aktivierung von der Dauer der 
Erwirmung wurde in folgenden Versuchen festgestellt. 


a. 


2 g frische Hefe in 1000 cem einer 0,4 °/,igen Natriumphosphatlisung 
aufgeschlemmt; von dieser Emulsion 60 ccm in jedem Kolben. 


4 Kolben erwirmt auf 55° wihrend '/,, 1, 2 und 3 Stunden, 
3 - , 60° e 1, 2 und 38 Stunden. 


Nach der Erwirmung wird jeder Kolben mit 50 cem 90,0185 n. 
H,O,-Lisung versetzt, 


Pu 6,7—6,9 Trockensubstanz: 26,6°/,. 


Wir geben die Mittelwerte der aus 3—4 Beobachtungen 
erhaltenen Konstanten k. 10* an. 


Stunden erwirmt: 97, L 
‘Temperatur 55° 61 97 404 381 
m 60° Bol 282 73 90 


Kiir die nicht erwirmte Emulsion wurde k. 10‘ = 38 gefunden. 


b. 
Die gleiche Versuchsanordnung wie bei a: py == 6,8—7,0. 
Stunden erwirmt: OO ‘% 1 2 3 
Temperatur 57° 45 309 391 406 316 


EinflubB von Zusitzen auf die Wirme-Aktivierung der 
Katalase, 


Es hat sich gezeigt, daf{ die Verstérkung der Katalase- 
wirkung durch Erwarmung von der Anwesenheit verschie- 
dener Stoffe wesentlich beeinflu8t wird. Obwohl die Art 
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(dieses Effektes noch keineswegs aufgeklirt ist, wollen wir 
die in dieser Hinsicht bis jetzt gewonnenen Resultate mit- 
teilen, um spater ausfiihrlicher auf die genannte Erschei- 
nung, die hier weiter verfolgt wird, zuriickzukommen. 


Versuch 17. 


2 g frische Hefe in 1000 ccm einer 0,4°/, igen Natriumphosphatlisung 
aufgeschlemmt. Die Versuche A enthalten keinen weiteren Zusatz, die 
Versuche B enthalten 3°/, Natriumsulfat (wasserfrei), die Versuche C 
enthalten 6°/, des gleichen Salzes. 

A, B und C werden | Stunde auf 58° C, erwiirmt, Versuche A, B und 
C 2 Stunden auf die gleiche ‘l'emperatur. 


Wir beschriinken uns darauf, die Mittelwerte der Kon- 
stanten anzugeben: 





Stunden erwiirmt 


Ohne Zusatz 


3 °/, Na,SO, 


> 0O/ y ' 
6 °/, Na, SO, 














1 545 550 ART 
2 239 289 462) 
Natriumsulfat scheint hier bei laingerer Erwirmung 


eine Schutzwirkung auf die Katalase auszuiiben. 


Fiir die 


nicht erwirmte Emulsion wurde die Konstante 29 ermittelt. 


Versuch Ls. 


Dieselbe Versuchsanordnung wie in Versuch 17, jedoch 
wurde an Stelle des Natriumsulfates nun Natriumchlorid 








zugesetzt. 

Stunden erwirmt Ohne Zusatz 3°/, NaCl 6°/, NaCl 
| 620 4(5 12 
2 480 0 0 
0 38 











Hier wird eine eventuelle Schutzwirkung von dem spezi- 
fisch schidlichen Einflu8 des NaCl verdeckt, das bei 2 stiin- 
diger Kinwirkung bei 58° 
stiindig zerstort. 


C. die Katalasewirkung voll- 
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Dieses Resultat riihrt nur. zu einem kleinen Teil von 
der Hemmung her, welche NaCl auf die Spaltung des Wasser- 
stoffsuperoxyds durch Katalase bei Zimmertemperatur aus- 
iibt. Dies wurde durch folgenden Versuch bestatigt, bei 
welchem die Versuchsbedingungen dieselben waren wie die 
oben angegebenen. Es wurde also die Spaltung durch 
2 Hefenemulsionen verglichen, von welchen die eine nur 
0.4 % Phosphat, die andere auferdem noch 4 % NaCl ent- 
hielt, abgesehen von der iiblichen H.O.-Menge. Bei beiden 
Versuchen war py, — 6,7. Erwarmung fand nicht statt. 








Minuten Ohne NaCl , __ Mit NaCl 
ccm k. 104 ccm k. 104 

0 7,0 — 7,4 aa 

10 7,1 24 6,9 30 

20 6,7 25 6,3 35 

30 6,3 2 0,9 303 

25 30 








Versuch 19. 


Sehr auffallend sind die verschiedenen Wirkungen, 
welche bei einzelnen Nichtelektrolyten gefunden wurden. Bei 
Gegenwart der untersuchten Substanzen, Alkohol, Glyzerin, 
Glukose und Milchzucker, konnte nicht mit der Perman- 
ganatmethode gearbeitet werden, und es wurden deshalb die 
Versuche volumetrisch angestellt. Dieselben beziehen sich 
wieder auf 1- und 2-stiindige Erwirmung auf 58° C., bei 
py = 6,8 (0,4 % Phosphat als Puffer). Wir teilen der 
Raumersparnis wegen nicht die vollstindigen Versuchsreihen 
mit, sondern die nach 60 Minuten bei Zimmertemperatur er- 
haltene Anzahl cem Qs. 











Dauner d. Erwiirmung}] Ohne Zusatz 6°/, Glyzerin 6°/, Lactose 
0 St. 13 oo — 
.% 28 27 r : 
Ss 26 26 6 














Hatie€ eer 
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Versuch 20. 





Ein analoger Versuch wurde mit Alkohol, Glukose und 
Nach 30 Minuten wurden erhalten 
die angegebenen ccm O,. Bei der Erwirmung war p,, — 6,8. 


Rohrzucker angestellt. 





Dauer 


Ohne 





6 °/ of 6 "hi 0 6 "lo 
d.Erwarmung Zusatz Athylalkohol Glukose Rohrzucker 
0 St. 17,5 ccm — _- —- 

1 St. 40 , 41 10 3Y 














Nach den vorliegenden Versuchen kénnte man anneh- 
men, dali die Aldehydgruppe den zerstérenden Einfluf auf 
die Katalase ausiibt. Einstweilen ist aber das Versuchs- 
material noch zu klein, um Schliisse iiber die Art dieses 
Kffektes ziehen zu k6énnen. 


IV. Diskussion. 
Da aus der enzymologischen Praxis bekannt ist, dat} 
gewisse Enzyme, welche aus den frischen Hefezellen durch 
Wasser nicht ohne weiteres extrahiert werden, nach Trock- 
nen der Hefe in die wassrige Lésung gebracht werden k6én- 
nen, so wird man zunachst an die Méglichkeit denken, dai} 
die Permeabilitét der Zellen durch die drei, Behandlungs- 
weisen derart vergréfert wird, daf die Scheidewand zwi- 
schen Katalysator und Substrat mehr oder weniger vollstin- 
dig verschwindet. 

Gegen diese Annahme laéft sich indessen der wesent- 
liche Einwand machen, daf der gleiche Effekt sich dann auch 
bei allen anderen Enzymwirkungen der frischen Zellen zeigen 
miBte, wo ebenfalls das Substrat zum Enzym der Zelle dif- 
fundieren muf, z. B. bei der Inversion des Rohrzuckers. 
Die invertierende Wirkung frischer Hefezellen auf Rohr- 
zucker rihrt, wie Euler und Kullberg nachgewiesen 
haben, ausschlieBlich von dem in den Zellen enthaltenen 
Enzym her, nicht etwa von in Lésung gegangener Invertase; 
in dieser Hinsicht entsprechen sich Invertase und Katalase 
volistindig. Es wiire also, wenn man sich eine Verainderung 
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der Permeabilitét der Zellmembran als Ursache der Be- 
schleunigung der Katalasewirkung denkt, zu erwarten, dai 
iihnliche Effekte auch bei der Inversion des Rohrzuckers 
durch irische Zellen eintreten. Dies ist aber nicht der 
Fall. 

Dal Protoplasmagifte die Inversion durch frische Hefe 
nicht beschleunigen, ist bereits durch Euler und Kull- 
berg gezeigt worden; Toluol und Chloroform iiben auf die 
Inversion durch Hefezellen gar keinen Einflu8 aus. Auch 
durch die Trocknung tritt bei der Inversion keinerlei Er- 
hohung der Enzymwirkung ein, es wird vielmehr, wie im hie- 
-igen Laboratorium mehrfach nachgewiesen wurde, der 
eleiche Enzymgehalt der Zellen gefunden, sei es, dais sie 
frisch oder getrocknet untersucht werden. 

Hinsichtlich des Einflusses der Erhitzung in wiassriger 
L.désung lagen bisher beziiglich der Inversion noch keine Er- 
fahrungen vor. Obwohl bei friiheren Arbeiten iiber die In- 
vertasewirkung der frischen Hefe nie Anzeichen eines solchen 
Kffektes beobachtet worden waren, wurden einige mit den 
Versuchen 11—15 analoge Inversionsserien von Herrn 
J. Laurin und Frl. Heintze ausgefiihrt und uns zur 
Verfiigung gestellt. 


Versuch. 


Es wurden je 0,4 g der zu den Katalaseversuchen verwendeten 
Oherhefe SB II in 50 ccm Wasser aufgeschlemmt. Die auf py == 4,5 
eingestellten Aufschlemmungen wurden 60 Minuten auf 55° bzw. 60° und 
65° C. gehalten und dann schnell auf Zimmertemperatur abgekihlt. Nach 
dem Abkiihlen wurde bei allen Emulsionen die Einstellung auf py = 4,5 
kontrolliert. Die Emulsionen wurden mit 50 ccm einer 8 prozentigen Rohr- 
zuckerlésung versetzt, welche 2 prozentig inbezug auf Natriumphosphat 
war (py == 4,5); damit wurden die Inversionsversuche in der iiblichen 
Weise begonnen. Die Versuchsmethodik war die gleiche, wie die im 
hiesigen Laboratorium bei friiheren Inversionsversuchen mit frischer Hefe 
stets angewandte. 


Die erhaltenen Inversionskonstanten sind in der zweiten 
“palte der folgenden Tabelle angegeben, umgerechnet auf 
k. 10° — 100 fiir den nicht erwiirmten Saft bezw. Emulsion. 
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Frische Hefe 


Invertaselésung 





Krwirmung [J. Laurin; S. Heintze] | [B. af Ugglas'); Kullberg')! 
k. 10° [Mittel] k. 10° [Mittel] 
Nicht erwarmt . 100 100 
60 Minut. auf 55° 86 83 
60 i ge 65 08 
60 a 5 6,5 








Die Versuchsreihen von Laurin und Heintze 
zeigen, dafi eine Erhéhung der Enzymwirkung durch Erwiir- 
mung, wie sie bei der Katalase auftritt, sich hier nicht gel- 
tend macht *). 

Wir geben daneben die von B. af Ugglas und 
von Kullberg an Invertaselésungen friiher erhaltenen 
Ergebnisse *) an. 

Auch hinsichtlich der Erhitzung weist also die Inver- 
tasewirkung der Hefe keinerlei Analogie mit der Katalase- 
wirkung auf. 

Was die Erhéhung der Enzymwirkung durch Proto- 
plasmagifte und durch Entwisserung betrifft, so lassen sich, 
wie bereits auf Seite 93 angegeben, aus den Arbeiten des 
hiesigen Laboratoriums einige analoge Fille finden; durch 
beide Einwirkungn kommt némlich die Wirkung der Hefen- 
Phosphatese erst zum Vorschein, bei diesem Enzym liegt 
also eine noch stirkere Erhéhung der Enzymwirkung durch 
beide Einfliisse vor. 

Die Wirkung der frischen Hefezellen auf Brenztrauben- 
siiure weist nach Euler und Léwenhamn und Hans 
und Beth Euler hinsichtlich der Wirkung von Proto- 
plasmagiften ebenfalls eine Analogie auf; entsprechende Ver- 


') Kuler und af Ugglas, Diese Zeitschr. Bd. 65, 8. 124 (1910). 
Bei dieser Gelegenheit sei ein Druckfehler, der sich in diese Arbeit ein- 
geschlichen hat, verbessert. Auf Seite 129, 3. Versuchsreihe, muf in der 
Tabelle die H-lonenkonzentration 7-10—-° stehen statt 7-10—’. 

Euler und Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 71, 8. 134 (1911). 

*) Kine ausfiihrlichere Studie iiber die Wirme-Inaktivierung : der 
Invertase wird demnichst in Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi erscheinen. 
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suche iiber den Effekt der Entwasserung und der Erhitzung 
in wassriger Lésung liegen unseres Wissens noch nicht vor. 

Was speziell die Phosphatese betrifft, so wurde beson- 
ders festgestellt, da8 unter dem Einflu8 von Toluol nicht 
etwa Enzym aus den Zellen austritt und in der umgebenden 
Lésung weiter wirkt, wodurch eine Erhéhung der Reaktions- 
geschwindigkeit bezw. eine Erméglichung der Reaktion iiber- 
haupt versténdlich ware. 

Kehren wir zur Katalase zuriick und sehen von der An- 
derung der Permeabilitét der Zellmembran ab, so kann der 
beobachtete Effekt darauf beruhen, dafi die Katalase der 
lebenden Zelle in einen reaktionsfahigeren Zustand versetzt 
wird, sei es dadurch, dafi das Enzym in Freiheit gesetzt 
wird’) oder aus einem Proenzymzustand entsteht, sei es, 
daf} Aktivatoren gebildet oder Hemmungskérper vernichtet 
werden. 

Betrachtet man den hier gefundenen Erscheinungskom- 
plex fiir sich, so erscheint die Annahme, daf ein Aktivator 
der katalytischen Wirkung gebildet wird oder noch eher, dali 
durch Entwasserung, Erhitzung oder Einwirkung von Proto- 
plasmagift ein Hemmungskérper verschwindet, nicht un- 
wahrscheinlich, um so mehr, als die katalytische Spaltung 
des Wiasserstoffsuperoxyds in der Zelle mit anderen Lebens- 
erscheinungen in derselben, wie Gidrung und Atmung, eng 
verkniipft zu sein scheint. Nach den bisher bekannt ge- 
wordenen Tatsachen — wir verweisen auf die interessanten 
Versuche von Bach’) sowie von Batelli®) und Stern 


') Der Einflu®B der Erwiirmung liebe sich vielleicht darauf zuriick- 
tiihren, da®i das kolloidale Enzym einen héheren Dispersititsgrad erreicht; 
durch Narkotika und durch Entwiisserung wird aber ein solcher Effekt 
kaum hervorgerufen. 

*) A. Bach, Chem. Ber. Bd. 39, S. 1669 (1906). 

A. Bachs Versuche iiber den EinfluB der Peroxydase auf die Titig- 
keit der Katalase hat zu dem bemerkenswerten Ergebnis gefiihrt, dafi 
aktive Peroxydase (pflanzlichen Ursprungs) eine starke Vergréferung der 
Wirkung einer tierischen Katalase hervorruft. 

5) Batelli und Stern, Journ. de Physiol. Pathol. Bd. 7, S. 919 
(1905), Soc. Biol, Bd. 68, S. 811 (1910). Inwieweit die Ergebnisse von 
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— wirde man annehmen, daf ein am Oxydationssystem der 
Zelle beteiligter Stoff bei den von uns gefundenen Erschei- 
nungen verandert wird. 

Die Oxydationsvorgiinge in pflanzlichen und tierischen 
ellen werden bekanntlich nach der jetzt ziemlich allgemein 
angenommenen Hypothese durch drei Enzyme zusammen- 
wirkend vermittelt: Oxydasen veranlassen die Bildung von 
Peroxyden; diese Peroxyde werden durch Peroxydasen ge- 
spalten und werden ferner durch die Katalase in einen Rest 
und molekularen Sauerstoff aufgeteilt. 

Das enzymatische Oxydationssystem ist stark abhingig 
von der Mitwirkung von Aktivatoren und Hemmungskérpern. 
Bereits Bach hatte gefunden, da aktive Peroxydase auf 
die zellfreie alkoholische Garung einen hemmenden Einfluf 
ausiibt. Neuere Untersuchungen von Batelli und Stern 
haben zu weiteren Befunden iiber die gegenseitige Beziehung 
von Peroxydase und Katalase gefiihrt. Nach Angabe dieser 
Forscher findet sich im tierischen Organismus eine Verbin- 
dung, welche die Tatigkeit der Katalase nach 15 Minuten 
langer Beriihrung bei 37° C. um etwa 34 verringert; sie be- 
legten diese Verbindung mit dem Namen Antikatalase oder, 
in Riicksicht auf deren Eisengehalt, Ferrosin. 

Der auferordentlich hohe Temperaturkoeffizient der 
Aktivierung der Katalasewirkung durch Erwarmung deutet 
jedenfalls darauf hin, da wir es mit Veranderungen eines 
Enzymsystems oder eines Eiweifkérpers zu tun haben; es 
sind wenig Vorgadnge an anderen Stoffen mit derartig hohen 
Temperaturkoeffizienten bekannt, und da die Géarungsvor- 
ginge, wie Untersuchungen der letzten Zeit ergeben haben, 
mit den Wirkungen der Katalase eng verkniipft sind, so 
liegt es nahe, die hier mitgeteilten Erscheinungen auf Ver- 
ainderung eventuell Denaturation des Gérungskomplexes 1m 
Protoplasma zuriickzufihren. 


Bach und Batelli durch Verschiedenheiten in der Aciditit beeinflubt 
sind, miissen erst weitere Versuche zeigen. 
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Anhang. 


Steigerung der Katalasewirkung per Zelle 
bezw. per Gewichtseinheit Hefe bei der 
Garuneg. 


Zum SchlulS seien einige Versuche angegeben, welche 
den Kinflu8 einer Vorbehandlung durch Giarung zeigen. 

Lat man frische Hefe in verdiinnten Zuckerlésungen 
siren, so beobachtet man — besonders in Gegenwart von 
Stickstoffnahrung und von Nahrsalzen — wie eingangs er- 
wiihnt, eine Anreicherung gewisser Enzyme, besonders der 
invertase, per Zelle oder per Gewichtseinheit Hefensubstanz 
verechnet. 

Sucht man in der gleichen Weise die Katalasewirkung 
der Hefenzellen zu erhéhen, so fallen die diesbeziiglichen 
Versuche tatsachlich ebenfalls positiv aus. Wird beispiels- 
weise 1 Liter Lindnersche Nahrlésung, welche 20 g 
Rohrzucker per Liter enthalt, mit 10 g Hefe vergoren, so 
steigt innerhalb 24 Stunden die Katalasewirkung per Zelle 
erheblich an. Der Vergleich einer solchen Hefe mit der ur- 
spriinglichen — von jeder Probe wurden 0,2 g Hefe in 100 ccm 
einer 0,4 n. Natriumphosphatlésung aufgeschlemmt und da- 
von 50 ccm mit 50 cem Peroxydlésung vermischt (py, = 
0.7) — ergab die Konstanten: 

Nicht vorbehandelt Vorbehandelt 
k, 10¢ 43 61 

Bei anderen Versuchen wurde die Hefe nur mit phosphat- 
haltiger Rohrzuckerlésung ohne Stickstoffnahrung vorbe- 
handelt ; dabei wuchsen die Werte k. 10* von 39 bis 55. 

Nach einer Reihe ahnlicher Ergebnisse wurde unter- 
sucht, in welchem Grade diese Zahlen reproduzierbar sind, 
bezw. durch welche Faktoren sie beeinfluBt werden. 

Zunichst wurde der Einflu8 eines Reduktionsmittels, 
Methylenblau*), untersucht. Der Zusatz von 0,1 % Me- 


1) Methylenblau wirkt auf die Girung durch lebende Hefe insofern 
wie eine Anzahl von Protoplasmagiften ein, als miSige Konzentrationen 
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thylenblau ruft, offenbar bis zum Verbrauch des Reduktions- 
mittels selbst, eine Beschleunigung hervor. 

Mit Acetaldehyd, welcher wegen seiner Rolle bei der 
Gérung und als Oxydationsprodukt des Athylalkohols in 
Betracht kam, haben einige Versuche dagegen eine Hemmung 
ergeben. 

Diese Versuche, welche einstweilen nicht weiter ver- 
folgt wurden, zeigen ebenfalls, dal} die bei der Vorbehand- 
jung der Hefe erhaltenen Reaktionskonstanten von verschie- 
denen Nebenwirkungen, welche bei der Vorbehandlung ein- 
treten kénnen, nicht unwesentlich beeinflu8t werden’), und 


die Girkraft hemmen, wihrend in sehr grofer Verdiinnung eine deutliche, 
wenn auch nicht besonders grofBe Aktivierung eintritt. Dabei wird Me- 
thylenblau selbst reduziert. Diese Reduktion ist, wie Harden und Young 
an getrockneter Hefe nachgewiesen haben, von der Gegenwart eines Stoffes 
abhingig, welcher aus der getrockneten Hefe durch Auswaschen entfernt 
werden kann. 


Versuch (volumetrisch ausgefiihrt). 

A. 0,4 g Hefe (Trockengewicht 26,2°/,) in 100 ccm 0,4 n. Phosphat- 
lisung aufgeschlemmt; die Liésung mit 0,05 g Methylenblau versetzt, und 
auf py == 6,8 gebracht, 

Bb, Der gleiche Versuch mit 0,1 g Methylenblau. 

C. Parallelversuch ohne Methylenblau. 








EN 











: ccm O, 

Minuten ae Gare B ae’ oe 
30 19 | 22 12 
60 24 | 29 18 
15 26 | 30 one 


) Da die Katalase zweifellos an den wesentlichsten Lebensprozessen 
der Zellen, vermutlich an den Oxydationen beteiligt ist, wurde die Ein- 
wirkung von verdiinnter Wasserstoffsuperoxydlisung auf die Zymase- 
wirkung bezw. Zymasebildung studiért. Wie der folgende Versuch zeigt, 
rief eine verdiinnte H,O,-Lisung eine Schwiichung der Girkraft hervor. 

A. 2g nicht vorbehandelte Hefe (Trockengewicht 27,0 °/,) in 200 ccm 
proz. Rohrzuckerlésung, enthaltend 4 g NaH,PO, - py =5. 

B. 2g Hefe werden 2 Stunden mit 100 ccm 1/50 n. H,O,-Lisung 
vorbehandelt. Dabei wird das Wasserstoffsuperoxyd quantitativ zerlegt. 


a 
ee 
2 
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dafs sie also zu Schliissen iiber den Enzymgehalt der Zellen 
nicht in &ahnlicher Weise verwendet werden diirfen, wie dies 
hinsichtlich der Invertasewirkung geschehen konnte. 

Wir miissen uns also einstweilen mit der Feststellung 
der Tatsache begniigen, daf} die Katalasewirkung frischer 
Hefe durch Vorbehandlung mit synthetischer Nahrlésung 
(Rohrzucker, Asparagin, Kaliumphosphat, Magmnesiumsul- 
fat) stark erhéht wird. 

Zusammenfassung. 

Wie durch Versuche von G. Phragmeén gezeigt wor- 
den war, ruft frische Hefe eine Spaltung von verdiinntem 
Wasserstoffsuperoxyd hervor, ohne daf ein lésliches Enzym 
an die umgebende Fliissigkeit abgegeben wird, und die von 
den Gellen selbst bezw. von der darin enthaltenen Katalase 
bewirkte Spaltung verliuft innerhalb gewisser Grenzen als 
Reaktion erster Ordnung. Die Reaktionskonstanten wach- 
sen proportional der Hefenmenge. 

Durch die vorliegende Untersuchung haben sich drei 
Wege ergeben, auf welchen die katalytische Wirkung der 
Hefezellen stark erhéht werden kann, ohne daf sie Anhalts- 
punkte fiir eine Neubildung von Enzym zeigen. Schon ge- 
ringe Mengen eines Protoplasmagiftes wie Toluol oder 
Chloroform steigern die katalytische Wirkung der Zellen 
auf das 6fache des urspriinglichen Wertes. Eine noch star- 
kere Wirkung tritt ein, wenn die Zellen durch einfache 
Trocknung an der Luft oder in anderer Art, welche das En- 


In dieser Lésung werden nun 8 g Rohrzucker + 4 g NaH, PO, aufgelést; 
hierauf Verdiinnung auf 200 ccm py = 5. 











‘ ccm CO, 
Minuten 2 
15 55 | 15 
30 29 26 
45 44 40 
60 61 53 
75 79 69 
90 98 83 
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zym nicht schidigt, entwiassert wird; das getrocknete Pri- 
parat wird dadurch leicht auf die 10—15fache Wirksamkeit 
der urspriinglichen Hefe gebracht (berechnet auf die gleiche 
Substanzmenge) . 

Aktivierungen von der gleichen GréBenordnung, auf 
das 20—30fache des Ausgangswertes, werden erzielt, wenn 
Emulsionen frischer Hefe kiirzere Zeit, etwa 0,5—2 Stunden, 
auf héhere Temperaturen, etwa 55—63° C., gebracht werden. 

Diese Aktivierung durch Erwarmen der aufgeschlemm- 
ten ZGellen kann durch Stoffe, welche in der Emulsion gelést 
sind, stark beeinfluft werden. 

Wie neuere Versuche aus dem hiesigen Laboratorium 
zeigen, sind die hier beschriebenen Aktivierungen nicht aut 
Hefen beschriinkt, sondern treten bei zahlreichen anderen 
Mikroorganismen auf. 

Die Katalasewirkung per Zelle oder per Gewichtsein- 
heit Hefengewicht kann durch Vorbehandlung der Hefe mit 
Zuckerlésungen erhéht werden. Die erhaltenen Reaktions- 
konstanten sind aber kein Maf} fiir den Katalasegehalt der 
Zellen. 











Beitrige zur Kenntnis des Collagens. 


Von 


August Ewald. 


‘Aus dem Physiologischen Institut zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, Miirz 1919.) 


[. Uber die Quellung und Verkiirzung der leimgebenden 
Fibrillen des Bindegewebes in heiffiem Wasser. 


Ks ist wohl eine der charakteristischsten Kigenschaften der 
collagenen Fibrillen des Bindegewebes, daf} sie in kochendem 
Wasser unter bedeutender Verkiirzung plétzlich mit grofier 
Kraft zusammenschnurren und dabei gleichzeitig dicker und 
glasig durchscheinend werden. Andere Gewebselemente, wie 
z. B. Muskelfasern, zeigen wohl auch eine Verkiirzung beim 
Kochen, doch ist diese nicht mit glasiger Quellung verbunden 
und nur sehr gering, in gar keinem Vergleich mit der starken 
Verkiirzung der Bindegewebsfibrillen, die sich bis auf */,, in 
durch Verdauung gereinigtem Zustande sogar auf '/,, der 
urspriinglichen Lange verkiirzen kénnen. Bekanntlich tritt 
dieses Schnurren schon ein, bevor der Siedepunkt des Wassers 
erreicht ist, nach Rollet') schon bei Temperaturen zwischen 
60—70°C. Hermann?) fand, dafi bis 65° eine Sehne noch 
vollkommen unverindert bleibt, dafs fast genau bei 65° eine 
miichtige Verkiirzung beginnt, die sich bis etwa 75° vollendet. 

Vielfache Versuche, die ich in dieser Beziehung angestellt 
habe, haben nun, wie die folgenden Untersuchungen zeigen 
werden, ergeben, daf} eine genaue Bestimmung der Temperatur- 


1) A. Rollet, Von den Bindesubstanzen, Stricker’s Handbuch der 
Lehre von den Geweben, Bd. I, 8. 54 (1871). 
*) L. Hermann, Ein Versuch iiber die sog. Sehnenverkiirzung, 
Arch, f. d. Ges. Physiologie, Bd. VII, S. 417. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 9 
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grenze, bei der das Schnurren eintritt, sehr schwer ist, da 
dabei auch ganz wesentlich die Zeit der Kinwirkung der 
betreffenden Temperatur zu beriicksichtigen ist, denn auch 
schon bei etwas niederen Temperaturen treten bei lingerer Ein- 
wirkung Verkiirzungen ein. Es hingt deshalb, wenn man durch 
allmihliches Erwirmen des Wassers die Temperaturgrenze 
bestimmen will, auch sehr davon ab, mit welcher Geschwindig- 
keit das Erwiirmen vor sich geht. Um genaue Resultate zu 
erhalten, hauptsichlich wenn es sich darum handelt, etwa die 
Veriinderungen, welche durch die vorherige Einwirkung ver- 
schiedener Reagentien gesetzt sind, zu untersuchen, wird man 
deshalb eine ganze Anzahl Beobachtungen machen miissen, bei 
welchen das Wasser méglichst konstant auf bestimmter Tem- 
peratur gehalten wird, und dabei auch die Zeiten bestimmen, 
in welchen das Schnurren in demselben erfolgt. Es ist auch 
bei vergleichenden Beobachtungen nétig, zu beriicksichtigen, von 
welchen Tieren die Versuchsobjekte genommen sind, da sich 
auch beziiglich der Temperaturgrenzen bei verschiedenen Tier- 
klassen Verschiedenheiten ergeben haben. 


Versuche mit frischen Miusesehnen. 


Die ersten Versuche, um die Temperaturgrenze zu be- 
stimmen, bei welcher das Schnurren der Bindegewebsfibrillen 
erfolgt, hatte auch ich so angestellt, daf} ich frische Sehnen 
in Wasser versenkte, dessen Temperatur allmihlich gesteigert 
wurde. Als Versuchsmaterial dienten die haarfeinen Sehnen 
des Miauseschwanzes, ein Objekt, das zuerst von Ranvier 
empfohlen wurde. Solche sind leicht jederzeit in gréferen 
Mengen zu haben und sind auch fiir messende Versuche lang 
genug. Deshalb sind auch alle vergleichenden Versuche tiber 
den Kinflufi von Reagentien mit Miausesehnen ausgefiihrt’). 


1) L. Ranvier’s technisches Lehrbuch der Histologie, iibersetzt 
von Nicati und Wyss, Leipzig: F.C. W. Vogel 1877, 8. 330. ,Der Schwanz 
einer Maus oder einer Ratte, nahe an seiner Basis durchschnitten, wird von 
der Haut entbléBt. (Die Haut laBt sich wie ein Handschuhfinger abstreifen. 
Ew.) Dann kneift man mit den Fingernageln das Ende dieses Schwanzes 
im Zwischenraum zwischen zwei Wirbeln durch, so dai die weichen Ge- 
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Bei mabig langsamem Erwirmen des Wassers begann bei etwa 
65° die Sehne sich langsam unter leichten Kriimmungen etwas zu ver- 
kiirzen, dann sich unter starkerer Kriuselung weiter zusammenzuziehen, 
und schlieBlich auf etwa 3/, der urspriinglichen Linge zusammenzu- 
gchnurren, wobei sie dicker wird und glasig aufquillt. Wurde das Er- 
wirmen des Wassers sehr langsam vorgenommen, so begann die langsame 
Verkiirzung mitunter auch schon friiher, zwischen 63 und 64°. Es wurden 
deshalb, wie oben erwiahnt, die Versuche nun immer so angestellt, dab 
das Waser auf bestimmte Temperatur erwirmt und auf dieser méglichst 
konstant erhalten wurde, was aber bei héheren Temperaturen immer eine 
gewisse Schwierigkeit hat, so dafi die angegebenen Temperaturen wahrend 
des Versuches manchmal um '/, Grad auf- oder abwiarts geschwankt haben. 

Wenn nun bei solchen Versuchen eine frische Mausesehne in Wasser 
von 65° gebracht wurde, so erfolgte direkt beim Eintauchen noch kein 
Schnurren, erst nach einiger Zeit kriuselte sich die Sehne und schnurrte 
dann unter Aufquellen und Glasigwerden auf 3/, der Linee zusammen. 
Auch in Wasser von 67° schnurrte die Sehne nicht direkt, war aber doch 
schon nach 10 Minuten maximal, d.h. etwa auf '/, verkiirzt und glasig 
gequollen. In Wasser von 69° schnurrte sie fast sofort und in solchem 
von 70° sofort bis zu maximaler Verkiirzung. 

Bei einer weiteren Versuchsreihe wurden, um die Ver- 
kiirzungsgrée genauer zu bestimmen, die Sehnen vorher und 
nachher gemessen. Um mit anderen ahnlichen Versuchen einen 
leichteren Vergleich zu haben, gebe ich in folgenden und iiber- 
haupt bei allen anderen messenden Versuchen nicht die wirkliche 
Lange an, sondern diese umgerechnet auf eine urspriingliche 
Linge von 100 mm; also die Verkiirzungen direkt in Prozenten 
der urspriinglichen Linge. 

In Wasser von 60° war die Sehne auch nach 5 Minuten noch 
unverindert. In solchem von 68° war sie nach '/, Minute noch unver- 
iindert, nach 1 Minute war sie wellig geknickt und von 100 mm auf etwa 
60 verkiirzt, aber noch vollkommen opak. Nach 3 Minuten war sie 


webe zerreifien. Die Sehnen leisten Widerstand und, wenn man an dem 
abgelésten Stiick einen sanften kontinuierlichen Zug anwendet, erhalt man 
weiBliche, mehrere Zentimeter lange Faden, die aus einigen vereinigten 
Sehnen bestehen.“ — Am besten leitet man die Sehnen direkt in physio- 
Jogische Kochsalzlésung oder die Fixierungsfliissigkeiten. Da man immer 
wieder neue Wirbel abkneifen kann und man bei jedem Abkneifen etwa 
4 haarfeine Sehnen erhialt, so kann man leicht 50—60 solcher Sehnen 
aus einem Schwanz bekommen,. Die lingsten kénnen bei der Maus bis 
8 em, bei den beiden Rattenarten (Mus rattus und decumanus) bis etwa 
17 cm betragen. (Ew.) 
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etwas durchsichtiger geworden und auf 34 verkiirzt. In Wasser von 
65° bleibt eine Sehne '/, Minute unveriindert, nach '/, Minute ist sie 
wellig geknickt und nach 1 Minute auf 26 verkiirzt, dabei glasig ge- 
quollen. In solchem von 68° ist sie in etwa 15 Sekunden maximal, d. h. 
auf 26 geschnurrt und in solchem von 70° geht sie sofort unter schnellem 
Kriuseln in etwa 2 Sekunden auf 26 zusammen. Dasselbe tritt ein bei 
allen héheren Temperaturen bis zum Siedepunkt. 

Die maximale Verkiirzung, die erreicht wird, ist also 
26°/, der urspriinglichen Linge, also fast genau '/, derselben. 
Die Verkiirzung erfolgt unter raschem Zusammenschnurren 
sofort bei Temperaturen von 69° und héher, aber auch bei 
etwas niedrigeren Temperaturen bis zu 65° herab wird die maxi- 
male Verkiirzung noch erreicht, wenn die Erwirmung linger 


dauert. 
Versuche mit reinem Collagen. 


Wenn auch die frischen Sehnen des Miuseschwanzes 
zum gréfiten Teil aus collagenen Fibrillen bestehen und im 
allgemeinen zu Versuchen iiber die Reaktionen des Collagens 
verwendet werden kénnen, so ist doch zu bedenken, dab auber- 
dem noch elastische Fasern darin vorhanden sind, dafi ferner 
Zellstriinge zwischen den Fibrillenbiindeln liegen, und endlich 
die Fibrillen durch mucinogene Kittsubstanz verbunden sind 
und, da sich alle diese Einlagerungen bei héherer Temperatur 
doch ganz anders verhalten als das Collagen, besonders das 
Zellprotoplasma doch jedenfalls bei hbheren Temperaturen ge- 
rinnt, so ist fast sicher vorauszusehen, dafi} diese Zwischen- 
lagerungen stérend auf die Zusammenziehung einwirken werden. 
Es ist ja schon lange bekannt und von Rollet') schon genauer 
beschrieben, daf} die mit dem Zusammenschnurren verbundene 
Heifiwasserquellung der collagenen Fibrillen durch mechanisches 
Gestreckthalten verhindert werden kann. Es muften deshalb 
die Versuche auch an reinem Collagen, wie wir es durch Trypsin- 
verdauung erhalten kénnen, kontrolliert werden. Die ersten 
Versuche derart waren gemacht mit Miusesehnen, die in thy- 
molisierter, schwach alkalischer Trypsinlésung verdaut und dann 
in Thymolwasser aufgehoben waren. Es schien daraus hervor- 


1) Rollet, loc. cit. S. 54, 
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zugehen, daf} das Collagen nach der Verdauung eher etwas 
schwerer bei der Erwérmung schnurre als das frische. Be- 
obachtungen bei Quellungsversuchen in verschiedenen Siuren 
hatten mir aber gezeigt, da} Thymol und ahnliche Kérper die 
Quellungsfihigkeit in Saéuren deutlich vermindert hatte. Es 
wurde deshalb auch hier zunichst dessen Einfluf allein beziig- 
lich der Quellungstemperatur untersucht. Es wurden deshalb 
Miusesehnen in mit Thymol versetzter halbprozentiger Koch- 
salzlésung 24 Stunden bei 40° gehalten und dann noch einige 
Tage in thymolisierter halbprozentiger Kochsalzlisung aufgeho- 
ben. Solche zeigten auch eine, wenn auch geringe Erhéhung 
der T'emperaturgrenze. — Um den Einflufs des Thymols aus- 
zuschliefien, wurden deshalb Mausesehnen, um die Verdauung 
méglichst schnell ausfiihren zu kénnen, in ganz frisch und zwar 
ohne Thymol bereiteter Trypsinlésung 24 Stunden verdaut, da 
in den ersten 24 Stunden die Trypsinlésungen immer ganz 
wesentlich wirksamer sind als schon am zweiten Tage. Die 
hier verwendete Trypsinlésung brachte eine vorher auf 40° er- 
wirmte Fibrinflocke in einer Minute vollkommen zum Zerfall 
und hatte sie bis auf-Spuren gelést. 


Auf solche Weise vereinigtes Collagen schnurrte nun ent- 
schieden schon bei niederen Temperaturen und die Verkiirzung 
war ganz wesentlich starker als bei unverdauten frischen Sehnen. 


Wihrend letztere in Wasser von 60° auch bei lingerem Erwirmen 
keine Verinderung zeigten, so erfolgte bei dieser Temperatur bei einer 
verdauten Sehne schon eine langsame Verkiirzung, so daf sie nach einer 
Minute auf 87 und nach 2 Minuten auf 62°/, verkiirzt war. Frische 
Sehnen zeigten bei 63° zwar Verkiirzung, aber keine maximale, eine verdaute 
zieht sich dabei, und zwar ohne Krauseln, zusammen und ist nach 25—30 
Sekunden auf ein ganz kleines dickes glasiges Stiimpfchen zusammen- 
geschnurrt. Eine genaue Messung ergibt, daB sich die Sehne dabei auf 
9,6°/,, also auf weniger als 1/,, zusammengezogen hat, eine Verkiirzung, 
wie sie niemals bei frischen Sehnen erreicht wird. In Wasser von 65° 
fiingt die verdaute Sehne schon nach 2 Sekunden an sich langsam 
zusammenzuziehen und ist nach 20 Sekunden auf 9,6 zusammengeschnurrt. 
Bei einer Temperatur von 70° ist schon in wenigen Sekunden eine maxi- 
male Verkiirzung, und zwar von 9,3°/,,erreicht. In Wasser von 56° konnten 
auch die verdauten Sehnen mehrere Minuten erwirmt werden ohne zu 
schnurren, und in solchem yon 54° zeigten sie selbst nach 1/, Stunde 
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noch keine Verinderung. Die untere Temperaturgrenze liegt also fiir das 
durch Verdauung gereinigte Collagen etwas unter 60° und iiber 56°. 


Die Annahme, daf} das Collagen durch die Trypsinver- 
dauung selbst eine Anderung erfahren habe, worauf das leichtere 
und stirkere Schnurren beim Erwarmen zuriickzufiihren wire, 
hat kaum eine Wahrscheinlichkeit fiir sich, da dasselbe alle 
sonstigen Reaktionen auch nach der Verdauung behalten hat, 
deshalb sind die Anderungen, die es nach Verdauung in seinem 
Verhalten gegen heifies Wasser zeigt, doch wohl darauf zuriick- 
zufiihren, daf} durch die Verdauung Elemente entfernt wurden, 
die hemmend auf das Schnurren einwirkten. Dabei wiirden 
zunichst die zelligen Elemente in Frage kommen, dann die 
elastischen Fasern, doch ist der Gehalt an diesen in den 
Mausesehnen verhiiltnismifig gering. 


Um das Protoplasma der Sehnenzellen zu entfernen, 
wurden Miusesehnen 24 Sunden mit 10prozentiger Koch- 
salzlésung behandelt und dann 2 Tage in Wasser ausge- 
waschen. 


Solche Sehnen blieben bei 56° noch unverindert. Bei 60° begannen 
sie sich aber nach 1/, Minute schon zu kriimmen, dann zogen sie sich 
unter Kriiuseln zusammen auf 62,5°/,. Sie sind dabei noch opak. In 
Wasser von 63° haben sie sich unter Kriiuseln in 1'/, Minuten auf 
29 verkiirzt und sind dabei ziemlich glasig gequollen. Bei 65° beginnt 
sich schon nach 5 Sekunden die Sehne zu kriiuseln und in 1 Minute ist 
das Maximum der Kontraktion erreicht; sie ist glasig, dick und auf 25°/, 
verkiirzt. Bei 70° ist bereits nach 4 Sekunden dieses Maximum erreicht. 
Diese Sehnen zeigten also ebenso wie die durch Verdauung gereinigten 
schon bei 60° den Beginn der Kontraktion, doch war der Grad der Ver- 
kiirzung nie so bedeutend wie bei diesen. Bei Sehnen, die jedoch '/, Jahr 
in 10prozentiger Kochsalzlisung gelegen hatten, zeigte sich neben der 
Herabsetzung der Quellungstemperaturgrenze auch stirkere Verkiirzung. 
Ks wurde dabei bei einer Temperatur von 65° schon eine Verkiirzung 
auf weniger als 20°/, gefunden. 


Wenn auch bei dieser Behandlung die kolossale Verkiirzung 
wie bei den verdauten Sehnen nicht erreicht wurde, so zeigen 
diese Versuche doch, dafi die reichlich eingelagerten Zellen 
gewif} mit eine der Ursachen sind, wodurch die frische Sehne 
sich weniger leicht kontrahiert als die vollkommen ausgedaute. 
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Verhalten der Sehnen anderer Tiere. 


Da sich sowohl im Verhalten gegen verdiinnte Siauren 
als auch beziiglich der Verdaulichkeit Verschiedenheiten bei 
Bindegeweben verschiedener Tierklassen gefunden hatten'), so 
war zu untersuchen, ob nicht auch Unterschiede beim Er- 
wirmen vorhanden seien. Hauptsichlich das Froschcollagen 
hatte sich vom Saugetiercollagen dadurch unterschieden, daf} 
es der Trypsinverdauung nicht widerstand. 

Vom Frosch kann man in den Beugesehnen der Hinter- 
pfoten ziemlich lange Sehnen erhalten, die sich auch fiir 
messende Versuche eignen. Man zieht von den Hinterbeinen 
die Haut ab und entfernt noch allenfalls an den Zehen haftende 
kleine Hautreste. Man schneidet dann im Hohlfuf die Sehnen 
durch, kneift das aiuferste Zehenglied mit den Fingernigeln 
durch und kann dann mit leichtem Zug daran die Sehnen 
herausziehen. 

Solche Froschsehnen zeigten nun auch eine Herabsetzung der 
Quellungstemperatur. In Wasser von 50° waren sie nach 10 Minuten 
noch unverindert, dagegen schon in solchem von 54° waren sie nach 
3 Minuten etwas gekriimmt, nach 6 Minuten stirker gerollt und nach 
10 Minuten auf 68,5°/, verkiirzt. Dabei ist die Sehne noch im ganzen 
opak, Bei 60° ist die Sehne in '/, Minute gekriuselt, nach 1 Minute auf 
33,5 verkiirzt und dick glasig gequollen. In Wasser von 65° schnurren 
die Sehnen in 4—5 Sekunden auf 24, in solchem von 67° in 3 Sekunden 
auf 20 °/,. 

Nach diesen Versuchen schien das Froschcollagen schon 
bei wesentlich niedrigeren Temperaturen zu schnurren als das 
der Maus, doch waren diese Versuche nicht ganz beweisend, 
da die dazu benutzten Sehnen einem in der vorhergehenden 
Nacht gestorbenen, leicht totenstarren Frosch entnommen waren 
und die Méglichkeit nicht ausgeschlossen war, daf} die Unter- 
schiede nur durch die dabei eintretende schwache Saéurewirkung 
bedingt sein kénnten. Die Versuche wurden deshalb nochmals 


mit vollkommen lebensfrischen Froschsehnen wiederholt. 
In Wasser von 55° bleibt eine solche Sehne 3 Minuten unverindert, 
nach 4 Minuten war sie etwas gekriimmt, nach 10 Minuten hat sie sich 


* August Ewald, Zur Histologie und Chemie der elastischen 
Fasern und des Bindegewebes, Zeitschr. f. Bivlogie, Bd. 26, N. F. 8 (1890), 
S. 51—54, 
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auf 83 verkiirzt, ist dabei zum gréBten Teile noch opak. Bei 60° zieht 
sich eine Sehne nach 20 Sekunden unter Knickungen langsam zusammen 
und erreicht nach 2 Minuten 31,8°/, als maximale Verktirzung. Bei 62° 
ist das gleiche Maximum schon nach 1 Minute, bei 65° in '/, Minute 
eine Verkiirzung von 27°/, unter vollkommen glasiger Quellung und in 
Wasser von 68° ist in 9 Sekunden eine Verkiirzung auf 22,4°/, erreicht. 


Sind bei dieser Versuchsreihe die Unterschiede mit Miuse- 
sehnen auch nicht ganz so grof} wie die mit den Sehnen des 
totenstarren Frosches, so zeigen sie doch auch, daf} das Frosch- 
collagen schon bei wesentlich niedrigeren Temperaturen zu 
schnurren beginnt wie das der Miusesehnen. Wiéahrend bei 
letzteren Temperaturen von 60° noch ohne Einfluf} waren, 
wurden Froschsehnen schon durch 55° verindert. Auch wurden 
viel stirkere Verkiirzungen erreicht. 

Noch leichter angreifbar wie das Froschcollagen ist das 
der Fische, das schon in verdiinnten Sauren in der Kilte 
rasch léslich ist'). Leider ist geeignetes Material zu genauen 
Versuchen schwer zu finden, da so lange, diinne, parallelfasrige 
Sehnen wie bei Miusen und Fréschen da nicht vorkommen. 
Doch fand ich unter den Wangenmuskeln der Barbe einen, 
der in eine freilich ziemlich dicke, aber doch etwa 12 mm 
lange Sehne auslauft, die sich durch Zerzupfen in einzelne 
diinnere, etwa ebensolange Sehnenstreifen zerlegen lief}. Das 
Zerzupfen geht zwar nicht ganz leicht und nicht ohne Zer- 
reijungen, da die Sehne nicht ganz parallelfasrig ist, sondern 
die Biindel etwas. verflochten zu sein scheinen, aber es liefien 
sich doch geniigend regelmifiige Streifen erhalten, um eine 


Versuchsreihe damit anzustellen. 

Ein feines solches Sehnenstreifchen ist in Wasser von 51° nach 
2 Minuten noch unverindert, aber in solchem von 53° ist es nach 1 Minute 
schon etwa auf die Halfte verkiirzt, dabei aber noch etwas opak, noch 
nicht vollkommen glasig gequollen. In Wasser von 55° geht ein Biindel 
in etwa 40 Sekunden langsam zusammen, in solchem von 60° ist es in 
6 Sekunden, bei 62° schon nach 3 Sekunden vollkommen glasig geschnurrt. 
Alle héheren Temperaturen zeigen das gleiche Verhalten. 


Es liegt also bei Fischsehnen die Temperaturgrenze 


eher noch tiefer als bei den Froschsehnen, da schon bei 55° 


die Kontraktion beginnt und bei 62° eine maximale glasige 
) August Ewald, loc, cit. 8. 51. 
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Verkiirzung erreicht ist. Die maximale Verkiirzung war aber 
selbst bei héheren Temperaturen nicht so gro wie bei Frosch- 
und Mausesehnen, sie erreichte nur 30°/,. Dies ist wohl da- 
durch erklarlich, dafs einmal die Sehne nicht vollkommen 
parallelfasrig ist und aus verflochtenen Biindeln besteht, und 
andererseits die mikroskopische Untersuchung ergab, dab sie 
sehr reich an Zellen ist, ganz auffallend viel reicher als die 
Frosch- und Miiusesehnen. 


Vorbehandlung mit Siuren. 


Die Versuche mit den Sehnen des totenstarren Frosches 
(voriger Abschnitt) hatten es nahegelegt, dafi} schon sehr ge- 
ringe Siiuremengen von Einfluf} auf die Temperaturgrenze sein 
kénnten. Es wurden deshalb Miusesehnen in Salzsaéure von 
1) p00 /o eingelegt, bis sie gerade angequollen waren, was 
etwa in 10 Minuten erreicht war. Hierauf kamen sie in ein 
gréferes Gefiff mit Wasser, um die Saiure wieder zu entfernen. 
Sie waren trotzdem nach 24 Stunden noch nicht vollkommen 
abgequollen, denn sie waren immer noch etwas dicker als 
normal und etwas durchscheinender. 


Solche Sehnen zeigten bei 46° noch kaum eine Verinderung, doch 
waren sie nach 3 Minuten schwach gekriuselt und ein ganz klein wenig 
auf 95°/,, verkiirzt, aber schon in Wasser von 51° zogen sie sich langsam 
zusammen und erreichten nach 1 Minute eine Verkiirzung auf 54°/,. In 
Wasser von 55° verkiirzten sie sich in 30—40 Sekunden auf 38,7°/,, und in 
solchem von 58° in 25—380 Sekunden auf 33,3°/,. Bei einer Temperatur 
von 60° zieht sich eine solche Sehne unter Kriuselung sofort zusammen 
und hat in 20 Sekunden eine Verkiirzung von 28°/,, bei 63° dieselbe 
Verkiirzung in 10 Sekunden und bei 65° schon nach 6 Sekunden erreicht. 
In Wasser von 70° schnurrt sie in 3 Sekunden auf 26°/,. Bei den starken 
Kontraktionen sind die Sehnen dann auch glasig aufgequollen. 


Diese Versuchsreihe zeigt also, daf} schon sehr schwache 
Siurewirkungen, wenn dadurch einmal Quellung erzielt war, 
die Temperaturgrenze ganz wesentlich herabsetzen, denn 
wihrend frische Miéusesehnen bei 60° noch ganz unverindert 
blieben, wurden hier schon bei 46° die ersten Veranderungen 
beobachtet, was also einer Herabsetzung der Temperaturgrenze 
um 14—15° entspricht. 




















124 August Ewald, 


Versuche iiber die Wirkung von Siauren stiirkerer Kon- 
zentration habe ich nicht angestellt. MHieriiber liegen aber 
schon iiltere Versuche von Engelmann’) vor, die ergeben, 
dafi, wenn man Sehnen in den Siuren erwirmt, die Verkiirzung 
schon bei wesentlich niedrigeren Temperaturen beginnt und 
auch friiher ihr Maximum erreicht. Er verwendete Essigsiure 
von 7°/, und Salzsiure von 1°/,. 


Es war nun von Interesse zu wissen, wie sich Selnen 
verhalten, die zwar mit Saure behandelt wurden, wobei aber 
die Quellung durch den nétigen Gehalt der Lésung an Koch- 
salz verhindert wurde. Es wurden deshalb Miiusesehnen in 
eine 1°/,ige Essigsiure, die gleichzeitig 5°/, Kochsalz enthielt, 
24 Stunden eingelegt. Dann wurden sie mit 5°/, Kochsalz- 
_lésung ausgewaschen. Die Sehnen waren nicht gequollen, doch 
quollen Probestiickchen davon nach Ubertragen in Wasser noch 
auf. Selbst weitere 24stiindige Einlage in 10°/,ige Kochsalz- 
lésung erzielte noch nicht, daf} sie in Wasser nicht mehr 
quollen. Sie wurden deshalb nochmals in 5°/,iger Kochsalz- 
lésung ausgewaschen, die 0,25°/, Soda enthielt. Nun trat 
keine Quellung mehr im Wasser ein. 

Nach griindlichem Waschen in Wasser zeigte eine solche Sehne bei 
56° keine Verinderung, in solchem von 59° war sie auch nach 2 Minuten 
kaum veriindert, nach 4 Minuten hatte sie sich ein ganz klein wenig ver- 
kiirzt auf etwa 90°/,. Bei einer Temperatur von 63° wurde sie nach 
45 Sekunden gekriuselt und nach 2 Minuten schien das Maximum der 
Zusammenziehung erreicht; sie war dabei glasig durchsichtig und auf 


28,8°/, verkiirzt. In Wasser von 65° geht eine Sehne in 30 Sekunden auf 
26°/,, in solchem von 68° sofort auf 22,6°/, zusammen. 


Solche Sehnen, bei denen also die Saéurequellung durch 
Kochsalz verhindert war, zeigten demnach mit frischen ver- 
glichen kaum eine Verinderung, denn die geringe Herabsetzung 
der Temperaturgrenze und die etwas stirkere Kontraktion 
kénnen nicht auf die Siurewirkung bezogen werden, da gleiche 
Verianderungen ja auch schon durch 10°/,ige Kochsalzlésung 
allein erzielt wurden. 


1) Th. W. Engelmann, Bemerkungen zur Theorie der Sehnen- 
und Muskelverkiirzung, Arch, f. d. ges. Physiol., Bd. 8, S. 95 (1874). 
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Ich méchte hier noch einige Versuche anfiihren, bei denen 
die Sehnen in Saéuren héherer Konzentration eingelegt waren, 
und zwar in solche Konzentrationen, bei welchen nach friiheren 
Versuchen auch ohne Kochsalz keine Quellung eintrat. Ks 
sind dies die stairkeren Séuregrade der Salzsiure und Salpeter- 
siiure. Es wurden zwar bei diesen Versuchen keine genauen 
Messungen angestellt, doch waren direkt Parallelversuche mit 
frischen Sehnen gemacht, so dafi sie doch verwertet werden 
kénnen. 

Frische Sehnen der Maus wurden 2 Tage in Salzsiure 
von 2°/, gelegt, in der keine Quellung erfolgte. Dann wurden 
sie 2 Tage lang in vielfach erneuter 10°/,iger Kochsalz- 
lésung ausgewaschen, bis keine Quellung mehr erfolgte, wenn 
sie dann in Wasser iibergefiihrt wurden. In gleicher Weise 


wurden Sehnen mit Salpetersiiure von 4°/, behandelt. 

Beide verhielten sich bei Temperaturen von 65° und 67° genau 
wie frische Sehnen. Bei 67° wurde bei allen dreien in etwa 10 Sekunden 
die maximale Kontraktion erreicht. Wahrend aber die frischen Sehnen 
bei 69° fast sofort schnurrten, so erfolgte dies bei den beiden mit Saéuren 
behandelten etwas langsamer. Bei 70° schnurrten alle drei sofort maxi- 
mal zusammen. 


Also trotz der zwei Tage lang dauernden Einwirkung 
der starken Siéiuren sind hier, wo Quellung iiberhaupt nicht 
eingetreten war, kaum bemerkbare Unterschiede mit frischen 
Sehnen vorhanden, ja wo solche gefunden wurden, trat die 
Wirmewirkung eher etwas weniger schnell ein. 


Vorbehandlung mit Alkalien. 


Es kam dazu eine ganz verdiinnte Natronlauge zur Ver- 
wendung mit einem Gehalt an NaOH von }/,, °/,. Es war 
dies die niedrigste Konzentration, bei der gerade noch Quellung 
erfolgte. In solcher Lauge quollen Miausesehnen in etwa 2 Mi- 
nuten gerade bis zum Durchsichtigwerden an. Sie kamen 
dann sofort in Wasser, in dem sie schnell wieder abquollen. 
Nachdem sie 24 Stunden in Wasser gelegen hatten und wie- 
der vollkommen opak wie frische aussahen, wurden sie zu 


den Versuchen benutzt. 


Eine solche Sehne bleibt in Wasser von 58° auch nach 2 Minuten 
langem Erwiirmen vollkommen unverindert. In Wasser von 60° zeigt 
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sie wihrend */, Minute keine Veriinderung, dann beginnt sie sich zu 
kriuseln und zieht sich zusammen. Nach 2 Minuten ist sie stark ge- 
krauselt, zusammengeknauelt, aber noch opak, und ergibt eine Verkiirzung 
von 62,8 °/,. In Wasser von 63° zieht sie sich rasch unter Kriuseln 
zusammen und ist nach 1 Minute auf 29,4 °/, verkiirzt, aber noch opak. 
Bei 65° zieht sie sich sofort zusammen und hat in 20—30 Sekunden eine 
Verkiirzung auf 22,8 °/, erreicht. Dabei ist sie glasig gequollen und etwas 
klebrig. In Wasser von 70° ist die maximale Verkirzung schon nach 
3 Sekunden erreicht. 

Es ergibt sich also, daf} auch geringe Alkalimengen, 
welche gerade noch Quellung erzeugt hatten, auch wenn die 
Quellung sofort wieder riickgiingig gemacht wurde, das Quellen 
und Schnurren in heifiem Wasser etwas beférderten. 

Fiir stirkere Alkalilisungen hat Engelmann schon gezeigt'), dat} 
wenn man Sehnen darin erwirmt, schon bei verhiltnismifig niederen 
Temperaturen starke Verkiirzung eintritt. So erhielt er in Kalilisung 
von 15 °/, schon bei 38° eine maximale Verkiirzung auf 35 °/, (die Engel- 
mannschen Zahlen habe ich, um sie mit meinen vergleichen zu kénnen, 
auch auf Prozente der urspriinglichen Linge umgerechnet), In Kalilisung 
von 5°/, fand er bei 45° Verkiirzung auf 55 °/,, bei 55° auf 19,5 °,. 
Doch ist bei diesen Versuchen zu beriicksichtigen, da in den starken 
Kalilaugen auch bei Zimmertemperatur starke Quellung erfolgt, bei der 
auch schon Verkiirzungen auf 90—80 °/, zu beobachten sind. 

Es fragte sich nun weiter, ob eine Vorbehandlung mit 
Mitteln, die wir gewoéhnlich zum Hirten oder Fixieren der 
Gewebe verwenden, die also meistens koagulierend auf die 
Eiweibkérper des Protoplasma wirken, auch auf das Collagen 


beziiglich der Quellungstemperatur einen Einflufi haben. 


Vorbehandlung mit Alkohol. 


Mausesehnen, die 2 Jahre in Alkohol absolut. gelegen 


hatten, wurden 1 Stunde in Wasser ausgewaschen. 

Sie zeigten dann in Wasser von 58° keine Verinderung, In solchem 
von 60° war auch nach 3 Minuten noch keine Zusammenziehung zu be- 
merken, die Sehne war nur etwas gekriimmt. Nach 6 Minuten war sie 
jedoch stark zum Knauel zusammengewellt; nach 12 Minuten ist das Aus- 
sehen ebenso und die Messung ergibt eine Verkiirzung auf 43 °/,; nach 
4 Minuten weiterer Erwirmung hat sie sich noch weiter verkiirzt aul 
32,7 °/,. In Wasser von 65° ist die Sehne nach 1 Minute gekriuselt, 


*) Th. W. Engelmann, Bemerkungen zur Theorie der Sehnen- und 
Muskelverkiirzung, Arch. f. d. Ges. Physiologie 1874, Bd. 8, S. 95. 
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auf 43 °/, verkiirzt, nach 2 Minuten auf 31 °/,, nach 3 Minuten auf 24 °/, 
zusammengezogen; sie ist dabei trotz starker Verkiirzung zwar etwas 
dicker, aber nicht wesentlich durchsichtiger geworden. Weiter erwirmt, 
hat sie sich nach im ganzen 5 Minuten Erwirmung noch etwa weiter bis 
auf 20,7 °/, verkiirzt. In Wasser von 70° schnurren die Sehnen schnell 
auf 24 °/,. Sehnen des Rattenschwanzes, die ebenfalls 2 Jahre in Alkohol 
absolut. lagen, schnurren in Wasser von 70° sofort auf 30 °/,, nach 1 Mi- 
nute auf 26 °/,. Dabei sind sie ebenfalls zwar verdickt, aber nicht villig 
xequollen, sondern noch recht stark weiflich. 

Wir sehen also aus diesen Versuchen, dafi die lange 
Alkoholbehandlung zwar die Temperaturgrenze nicht wesent- 
lich veriindert hat. Dieselbe ist sogar eher etwas niedriger 
geworden, da schon bei 60° bei lingerem Erwarmen Verkiir- 
zung eintritt, auch sind die Verkiirzungen schon bei 65° sehr 
bedeutend. Wodurch sich aber die Alkoholsehnen von frischen 
unterscheiden, ist, daB z. B. bei der fiir frische Sehnen kritischen 
Temperatur von 65° die Zusammenziehung langsam erfolgt, 
daf} aber bei lingerem Erwirmen die Verkiirzung doch schlief- 
lich noch griéBer wird als bei frischen. Dabei sind aber die 
Sehnen trotz der starken Verkiirzung zwar verdickt, aber 
nicht véllig glasig gequollen, sondern sie behalten immer noch 
ein etwas opakes Aussehen. 


Vorbehandlung mit Osmiumsiure. 


Sehnen der Maus wurden 1 Minute in Osmiumsidure von 
‘ly °/y gelegt, dann 1 Stunde in Wasser ausgewaschen und in 
Wasser erwirmt. 


Erst bei 84° begann das Zusammenschnurren und war bei 85° 
vollendet. Die Sehnen waren dabei auf etwa '/, der Linge verkiirzt, ge- 
quollen und hatten sich dabei stark gebriunt. Sehnen, die '/, Jahr lang 
in ?/, °/,iger Osmiumsiure gelegen hatten, sahen dunkelschwarz aus, Nach- 
dem sie 4 Stunden in Wasser ausgewaschen waren, schnurrten sie bei 
84° schnell auf die Hilfte der Linge, bei 86° auf ‘/, zusammen. Eine 
stirkere Kiirzung trat nicht ein, auch nicht bei héherer Temperatur. 


Wenn nun diese Versuche auch schon zweifellos ein 
starkes Hinaufriicken der Temperaturgrenze ergeben hatten, 
so war doch noch eine Versuchsreihe erforderlich, um diese 
Grenze und den Grad der Kontraktion zu bestimmen. Es 
wurden deshalb Miusesehnen 24 Stunden mit ?/, °/,iger Os- 
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miumsaure behandelt, dann, um die Osmiumsiure miglichst 
vollstiindig zu entfernen, mit mehrfach gewechseltem Wasser 
ausgewaschen. So lagen sie etwa 4 Wochen in mehrfach 
erneuertem Wasser, bis sie zu den Versuchen verwendet 
wurden. fFaulnis oder Bakterienentwicklung war nicht ein- 
getreten. Sie sahen fast ganz wie frische Sehnen aus, waren 
nur ganz leicht grau gefirbt, reflektierten aber so viel weibes 


Licht, daf} sie ganz den weifien Atlasglanz wie frische hatten. 

Kine solche Sehne bleibt in Wasser von 72° unverindert. In 
solchem von 88° schaurrt sie sofort auf 24 °/,, wird dabei durchsichtiger 
und stark gebriunt. In Wasser von 85° geht sie langsam unter Kriuseln 
zusammen und hat sich in 1'/, Minuten auf 20 °/, verkiirzt. Bei 84° 
zeigt sie nach 5 Sekunden noch keine Verinderung; nach 10 Sekunden 
beginnt sie knickig zu werden und zieht sich in 1 Minute auf 26 °/o, in 
2 Minuten auf 18,5 °/o zusammen. Die Sehne ist dabei verdickt, durch- 
scheinend und gebriunt. In Wasser von 78° war nach 1 Minute noch 
keine Veriinderung, nach 5 Minuten hatte sie sich aber etwas knickig 
zusammengezogen, nach 10 Minuten war sie stark knickig gekriuselt und 
war dabei auf 55,5 °/, verkiirzt, aber nicht gequollen, sondern noch 
villig opak. 

Diese Versuche zeigten mithin, dafi durch Osmiumsiaure, 
selbst nach langem Auswaschen derselben, die Temperatur- 
grenze wenigstens um 15° hinaufgeriickt war, dafi aber dabei 
ebenso starke, ja noch starkere Verkiirzungen unter Quellung 
beobachtet wurden. Mall‘) hat auch schon gefunden, datfi 


durch Osmiumsiure die Temperaturgrenze hinaufgeriickt ist. 


Vorbehandlung mit Chromverbindung im Dunkeln und Hellen. 
Nach Vorbehandlung mit Kaliumbichromat (5 °/,) und 


mit Chromsiure ('/,, °/,) ist, wenn die Behandlung und das 
nachfolgende Auswaschen mit Wasser im Dunkeln vorgenom- 
men wurde, die Quellbarkeit des Collagen in verdiinnter Salz- 
siiure fast gar nicht veriindert, standen aber die Sehnen 
wihrend der Behandlung und wihrend des Auswaschens im 


Hellen, so war die Quellungsfihigkeit nach Kaliumbichromat 


+) F. Mall, Das retikulierte Gewebe und seine Beziehungen zu 
den Bindesubstanzen, Abhandlungen der mathem.-phys. Klasse d. Kgl. 
Siichs. Gesellsch. d. Wissenschaften, Bd. XVII (XXIX) Nr. 1V, S. 318. 
Leipzig, S. Hirzel, 1891. 
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stark herabgesetzt; in Salzsiuren von 3/,,>—1/s909 °/o, bei der 
frische Sehnen gerade noch anquollen, ganz aufgehoben und 
in solchen von '/,—1/,,, °/, stark vermindert. Nach Chrom- 
siurebehandlung im Hellen war die Quellbarkeit in Salzsiuren 
von 2 °/5— J4o00 °/> Vollkommen aufgehoben. Auch in ver- 
diinnter Essigsiure wurden solche Sehnen nicht mehr verin- 
dert, und wie ich schon friiher beschrieben habe'), war Collagen 
nach Chromsiurebehandlung und Belichtung fiir Pepsin un- 
verdaulich geworden. Auch beziiglich der Quellungstemperatur 
hat sich der gleiche Einfluf} der Belichtung geltend gemacht. 

Frische Mausesehnen wurden in 3 °/,ige Lésung von 
Kaliumbichromat eingelegt und 8 Tage teils im Hellen, 
tells im Dunkeln gehalten. Dann kamen sie fiir 14 Tage 
in Wasser, welches mehrfach gewechselt wurde, und zwar 
wurden die dunkelgehalitenen auch im Dunkeln ausgewaschen. 
Von den Belichteten wurde ein Teil im Hellen, ein Teil aber 
auch im Dunkeln ausgewaschen. Letzteres, um zu unter- 
suchen, ob und wie weit die Belichtung schon in der doch 
stark gelb gefirbten Chromatléisung gewirkt habe, oder ob 
der Einflufi des Lichtes durch die starke gelbe Fiarbung ge- 
hindert war. 


Die belichteten und am Lichte ausgewaschenen Sehnen bleiben in 
Wasser von 69° 50 Sekunden lang unverindert, dann gehen sie langsam 
unter leichten Kriimmungen zusammen, erreichen aber auch nach 2 Mi- 
nuten nur eine Verkiirzung auf 60°, und bleiben opak. In Wasser von 
72° schnurren sie in 15 Sekunden, in solchem von 75° in 10 Sekunden 
auf 30 °%, und bei 85° sofort auf 27 °/,. Die belichteten, aber im Dunkeln 
ausgewaschenen bleiben in Wasser von 69° nur etwa 20 Sekunden un- 
verindert, ziehen sich dann langsam unter Kriimmen zusammen und 
haben nach 2 Minuten eine Verkiirzung auf 30,6 °/, erreicht, wobei sie 
schon ziemlich durchsichtig geworden sind. In Wasser von 72° und 
solchem von 75° sind sie in 10 Sekunden auf 25 °/, zusammengeschnurrt 
und bei 85° schnurren sie sofort auf dieses Maximum der Verkiirzung. 
Im Dunkeln gehaltene und im Dunkeln ausgewaschene Sehnen zeigen in 
Wasser von 60° nach 5 Minuten noch keine Verkiirzung; in solchem von 
64° sind sie nach 1 Minute noch kaum veriindert, nacu 2 Minuten sind 


1) A. Ewald, Zur Histologie und Chemie der elastischen Fasern 
und des Bindegewebes. Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 26, N. F. 8, 8. 42 
(1890). 
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sie nur auf 69 °/, verkiirzt und noch opak. Bei 69° schnurren sie in 
10 Sekunden, bei 72° in 5 Minuten, bei 75° sofort auf 25 °/, zusammen, 


Es zeigen mithin diese Versuche, dafi die Chromatbehand- 
lung mit Belichtung einen ganz wesentlichen Einfluf auf die 
Quellung in heifsem Wasser hat, denn die Temperafurgrenze 
ist wesentlich erhéht, auch ist die maximale Verkiirzung ge- 
ringer als bei frischen Sehnen. Es ergibt sich ferner, dab 
die starke gelbe Farbung der Chromatlésungen die Einwirkung 
des Lichtes’ behindert, denn die nachtriaglich im Dunkeln aus- 
gewaschenen, vorher nur in der Chromatlésung belichteten 
Sehnen schnurren leichter und stirker als die auch im Hellen 
ausgewaschenen. Die im Dunkeln mit Chromat behandelten 
und auch im Dunkeln ausgewaschenen Sehnen zeigten kaum 
Unterschiede mit frischen Sehnen und diese wiirden wohl ganz 
verschwinden, wenn man beim Auswaschen, beim Wasserwechsel 
z. B., auch jede Belichtung sorgfaltig vermiede. Auch miibte 
man die Quellungsversuche im Dunkeln vornehmen, denn dafj 
auch nach liingerem Auswaschen im Dunkeln das Licht noch 
nachtraglich auf Chromatdunkelsehnen einwirken kann, ergab 
sich aus folgenden Versuchen. 

Wurden solche Sehnen etwa '/, Stunde der Sonne aus- 
gesetzt, so brauchten sie bei 70° 20 Sekunden, um auf 25°/, 
zusammenzuschnurren, kamen sie direkt aus dem Dunkel- 
zimmer, so hatten sie schon in 10 Sekunden das Maximum der 
Verktirzung erreicht. 

Noch stirker als nach Kaliumbichromat erwies sich der 
Einflu®B der Belichtung beziiglich der nachfolgenden Quellbar- 
keit in Séiuren bei der Chromséure. Es war dadurch die 
Fahigkeit, in Séuren zu quellen, gianzlich geschwunden und es 
war deshalb zu erwarten, dafi sich auch in Bezug auf die 
Quellungstemperatur gréfere Unterschiede ergeben wiirden. 

Kin Teil Mausesehnen wurde deshalb 8 Tage in Chrom- 
sdure von ?/,, °/, im Dunkeln, ein anderer ebensolange im 
Hellen gehalten, dann 14 Tage in mehrfach gewechseltem 
Wasser der eine im Dunkeln, der andere im Hellen ausgewaschen. 
Dabei war nun schon direkt ein grofer Unterschied zu be- 
merken. Die Dunkelsehnen waren wei, die Hellsehnen briiun- 
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lichgelb gefarbt und die Versuche bei Erwirmen ergaben nun 
auch sofort ganz wesentliche Unterschiede. 

Die Chromsiure-Dunkelsehnen gehen schon bei 61° langsain 
unter starkem Kriauseln etwas zusammen und erreichen eine Verkiirzung 
auf 53°/,. Bei 63° sind sie in 1 Minute, bei 69° in 15 Sekunden auf 
31°/, verkiirzt. Bei 72° schnurren sie schnell in 8 Sekunden auf 29°/,, 
bei 78° in 4 Sekunden auf 26,4°/, zusammen; dabei sind sie durchsichtiger 
geworden, aber doch nicht gerade glasig gequollen. Bei den belichteten 
Sehnen beginnt die Einwirkung der Temperatur iiberhaupt erst bei 
68—69°, und auch da ist sie noch minimal. Selbst nach 3 Minuten langem 
Krwirmen werden dabei die Sehnen nur schwach gekriuselt und sehen 
fast wie nicht erwiirmte aus. Genaue Messungen ergaben eine geringe 
Verkiirzung auf 94,1°/,. Auch bei 70° wurde in 1 Minute keine stirkere 
Verkiirzung erreicht, Selbst bei 75° ist die Verkiirzung nach 1 Minute 
erst 82,3°/,. Bei 80° wird eine solche Verkiirzung in 20 Sekunden erreicht 
und auch bei lingerem Erwirmen gehen die Sehnen nicht weiter zusam- 
men. In Wasser von 87° geht die Sehne in 15 Sekunden auf 76,4°/, 
zusammen und in kochendem Wasser schnurren sie zwar sofort, aber 
auch da wird, selbst bei weiterem Kochen, nur eine Verkiirzung von 
65°/, erreicht. Dabei werden aber die Sehnen nicht durchsichtig, sie 
bleiben opak, werden auch nicht dicker, sondern eher diinner. Mikro- 
skopisch untersucht sind sie triibe, stark streifig und bei leichtem Zer- 
klopfen, aber auch schon ohne dieses, sind iiberall die Fibrillen unge- 
quollen zu sehen. 

Also auch hier zeigen die dunkel gehaltenen Sehnen 
keine grofen Unterschiede mit frischen Sehnen, denn die 
Temperaturgrenze ist nicht hinaufgeriickt, nur erfolgen im 
allgemeinen die Zusammenziehungen etwas langsamer und 
sind nicht so stark, doch werden bei hohen Temperaturen 
doch auch solche Grade der Verkiirzung erreicht wie bei 
frischen Sehnen, und méglicherweise beruhen auch hier die 
Unterschiede darauf, dafi} eine Lichteinwirkung nicht voll- 
kommen vermieden war. Denn dab Belichtung bei Chrom- 
siuresehnen eine ganz evidente Wirkung hat, ergeben diese 
Versuche, indem nicht allein die Grenztemperatur wesent- 
lich héher ist, sondern auch niemals, selbst beim Kochen nicht, 
gréfiere Verkiirzungen beobachtet wurden. Wéahrend sich die 
dunkelgehaltenen Sehnen, wie frische, auf etwa '/, der Liinge 
verkiirzten, ging die Kontraktion der belichteten nie iiber */, 
der urspriinglichen Linge hinaus. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CY. 10 
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Vorbehandlung mit Tannin. 


DaB solche Mittel, die zur Gerberei verwendet werden, 
auf die Quellbarkeit des Bindegewebes Einfluf haben, war 
vorauszusehen. Durch Behandlung mit Tanninlésungen von 5 
und 10°/,*wird die Quellungsfahigkeit in verdiinnten Siéuren 
stark beeintrichtigt. So ist sie fiir Salzsiure in allen Ver- 
diinnungen von 1/,,—1/4o99 °/) aufgehoben. Dementsprechend 
ergibt sich auch beziiglich der Wirkung heifien Wassers ein 
ganz wesentlicher EKinfluf. 

Miiusesehnen, die 24 Stunden in frisch bereiteter 5°/,iger Tannin- 
lisung gelegen hatten, dann 1 Stunde lang in mehrfach gewechseltem 
Wasser ausgewaschen waren, zeigten in Wasser erwirmt bis zu Tempe- 
raturen von 80° keinerlei Verinderungen. Erst in Wasser von 83° be- 
gannen sie sich unter Kriuseln langsam zusammenzuziehen. Bei 86° gehen 
sie langsam, bei 89° schnurren sie schnell auf '/, der Linge. Dabei werden 
sie aber kaum dicker, sind auch nicht glasig gequollen, sie nehmen dabei 
nur eine briiunliche Farbe an. Sehnen, die 24 Stunden in 10° ,iger Tannin- 
lésung lagen, verhielten sich ganz ebenso. Auch Sehnen, die erst 2 Tage 
in alkalischem Trypsin verdaut waren, also aus reinem Collagen bestanden, 
dann 24 Stunden in 10°/,igem Tannin lagen, mehrere Stunden in Wasser 
ausgewaschen waren, zeigten erst bei gleich hohen Temperaturen die 
gleichen Veriémderungen wie die unverdauten. 


Vorbehandlung mit Tannin ergibt demnach eine ganz be- 
deutende Erhéhung der Grenztemperatur, von etwa 20°. 


Um einen Uberblick iiber die Resultate der vorbeschrie- 
benen Versuche zu gewinnen, sind die Haupttatsachen noch- 
mals in einer Tabelle zusammengestellt. In der ersten Spalte 
sind die niedrigsten Temperaturen aufgefihrt, bei denen, wenig- 
stens bei etwas lingerer Erwairmung, iiberhaupt Verkiirzung 
beobachtet wurde. In der zweiten Spalte sind die Grenztempe- 
raturen, bei welchen, wenn auch erst bei langerer Erwarmung, 
zuerst die maximale Verkiirzung erreicht wurde. Die dritte 
Spalte gibt die Temperaturen, bei denen sofort maximale 
Verkiirzung eintritt. Die vierte Spalte endlich gibt die Lange 
der Sehnen nach der maximalen Verkiirzung, berechnet auf 
Prozente der urspriinglichen Linge. 
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bea Grenz- 'Temperatur, Maximale 
Vorbehandlung | Niedrigste tomperntur, bel oe Verkiirzung 
or el uer Soto 1e in 
(Mausesehnen, "me zuerst maximale | Prozenten Bemer- 
wenn nichts [Verkiirzung| maximale |Verkiirzung der kungen 
anderes bemerkt) eintritt |Verkiirzung) erreicht | urspriingl. 
auftritt wird Lange 
Keine (also fri- 
sche Sehnen) . 63 | 65 69 26 
Durch Trypsin- 
verdauung ge- 
reinigt 56— 60 63 65 9,6 
Froschsehnen 54 a | 68 22,4 
Fischsehnen | 
(Barbe) . 53 60 62 30 Sehne nicht 
| ganz paral- 
| lel fasrig 
Kochsalz 10°/, . 60 a= | 65 | 20 
HCl */1000°%o « 46 | 60 | 65 | 26—28 
Essigsiiure 1°/, | | 
+ 5°, NaCl. 59 | 65 68 22,6 
HCl 2°/, (ohne | 
Quellung) - | 65 70 1 — Mich genan 
Salpetersiure 4°/, | f | etwa wie bei 
(ohneQuellung) -- | 65 70 _ frischen 
Natronlauge von 
1s, NSOH . 60 | 65 —~ 22,8 
Alkohol 60 65 70 20,7 aber nicht 
| ganz glasig 
gequollen 
Osmiumsiure | 
hy 78 | 84 88 20 
Kaliumbichromat | | 
3°,, dunkel, 
dunkel ausge- 
waschen 64 69 75 25 
Kaliumbichromat 
3°/,, hell, 
dunkel ausge- 
waschen 69 72 85 25 
(auf 30°/, 
verkiirzt) 
Kaliumbichromat 
3°/, hell, 
hell ausge- 
waschen 69 75 85 27 
(auf 60°, 
verkiirzt) 
Chromsiure’/,,°/, 
dunkel 61 69 78 26,4 
Chromsaure’ ,5°/, 
hell 68 (80) 87 76,4 | bleiben opak 
Tannin 5 u. 10°, 83 86 | 89 25 
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Besonders bemerkenswert ist die kolossale Verkiirzung 
bei dem durch Trypsin gereinigten Collagen, und die bedeu- 
tende Erhéhung der Grenztemperaturen nach Vorbehandlung 
mit Osmiumsiure, Tannin und den Chromverbindungen, Kalium- 
bichromat und Chromsiure, mit Belichtung, bei letzterer Be- 
handlung auch die ganz wesentliche Abnahme der Verkiirzung, 
die anstatt der gewohnlichen auf '/, nur °/, (selbst bei langerem 
Kochen nur ?/,) der urspriinglichen Linge erreicht. 

Ks wird vielleicht auffallen, da ich bei dieser Bespre- 
chung des Kinflusses der Vorbehandlung mit verschiedenen 
Fixationsmitteln das jetzt wohl am meisten gebrauchte, das 
Formol, nicht beriicksichtigt habe, aber meine Wersuche 
damit haben so ganz eigentiimliche Resultate ergeben,‘daf ich 
diese in einer demnichst erfolgenden speziellen Arbeit bespre- 
chen werde. 
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Beitrige zur Kenntnis des Collagens. II. 


Von 


August Ewald. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Marz 1919.) 


Il. Uber die Einwirkung des Formols auf 
die collagenen Fibrillen und eine neue 
histologische Reaktion des Collagens. 


In meiner Arbeit: ,,Uber die Quellung und Verkiirzung 
der leimgebenden Fibrillen des Bindegewebes in heiem Was- 
ser“ *) habe ich gezeigt, dal} einige der Mittel, die wir zum 
Fixieren und Harten von Geweben verwenden, wie z. B. Os- 
miumsadure, Kaliumbichromat, Chromsdure, ganz wesentlich 
die Temperaturgrenze, bei der die Bindegewebsfibrillen unter 
Zusammenschnurren quellen, nach oben verschieben kénnen. 
Ich habe dabei die Einwirkung des jetzt fast am meisten 
verwendeten Fixationsmittels, des Formols, nicht mit- 
besprochen, weil sich diese als so abweichend von der Wir- 
kung der andern Fixationsmittel gezeigt hatte, ja geradezu 
eine neue Reaktion des collagenen Gewebes ergeben hatte, 
dafS ich dafiir ein genaueres Eingehen in einer speziellen 
Arbeit fiir angezeigt hielt. 

Wie gro8 die Wirkung des Formols auf das leimgebende 
Gewebe ist, sieht man schon an dem grofen Einfluf, den 
eine Vorbehandlung mit Formol auf die Quellungsfahigkeit 
in Saéuren hat. Wenn man Mausesehnen 2 Tage lang in 

% Formaldehyd enthaltende Formollésung legt, dann 
mehrere Tage in Wasser auswiascht, so haben sie die Quel- 


1) A. Ewald, Beitrage zur Kenntnis des Collagens. Diese Zeit- 
schrift, Bd. CV, S. 115, 
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lungsfihigkeit in Saéuren vollkommen verloren, z. B. fiir Salz- 
siure in allen Konzentrationen von 2—*/s9.) % (auf HCl be- 
rechnet). Auch die Verdaulichkeit in Pepsin ist aufgehoben. 
Versuche iiber das Erwirmen solcher Sehnen in heifem 
Wasser fiihrten nun zu sehr interessanten Ergebnissen. 
Frische Miausesehnen, die 2 Tage in verdiinnter Formol- 
lésung (1 Teil Formol auf 9 Teile Wasser, also mit einem 
Gehalt von 4 % Formaldehyd) lagen, dann 2 Tage in Was- 
ser ausgewaschen waren, zeigten in Wasser erwarmt bis zu 
einer Temperatur von 85° noch gar keine Verinderung. Erst 
bei 87° gehen sie langsam auf etwa die Hilfte der Linge 
zusammen, ebenso bei 89°, und erst bei 93° schnurren sie 
schnell auf 1% der Linge, ziehen sich aber auch bei linge- 
rem Erwiarmen nicht weiter zusammen und selbst in kochen- 
dem Wasser nur sehr wenig unter 14 der urspriinglichen 
Lange. Dabei werden sie zwar durchsichtiger, aber nicht 
vollkommen glasig, sondern sie sehen immer noch etwas 
opaleszierend aus. Es ergibt sich also eine ganz bedeutende 
Erhéhung der Quellungstemperaturgrenze, man muf das 
Wiasser bis nahe zum Sieden bringen, um maximale Verkiir- 
zung zu erreichen, aber diese ist nie so grof} wie die frischer 
Sehnen. ; 
Solche in heifsem Wasser verkiirzte Sehnen zeigen nun 
ein héchst eigentiimliches Verhalten. Bringt man sie in 
kaltes Wasser, so dehnen sie sich blitzschnell wieder stark 
aus. Sie werden sofort noch einmal so lang als im zu- 
sammengeschnurrten Zustande, sie erreichen also sofort 
wieder 24 der urspriinglichen Linge. Sie werden dabei wic- 
der ganz opak. Diese Erscheinung beim Abkiihlen tritt so 
schnell ein, daf sie sich, wenn man sie aus dem heif{en Wasser 
nimmt, schon beim Abkiihlen an der Luft sofort, fast wie 
ein zusammengedriickter elastischer Kérper, wieder verlin- 
gern. Es sieht aus, als wenn sie unter leichtem Zittern sehr 
rasch auf die doppelte Linge auswiichsen. Am schénsten 
kann man diese eigentiimliche Erscheinung beobachten, wenn 
man ein Becherglas etwa 2 cm hoch mit Wasser fiillt, das 
Wasser zum Kochen bringt, dann eine méglichst lange Sehne 
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hineinbringt, worin diese sofort auf 4 zusammenschnurtt. 
Taucht man jetzt das Becherglas in kaltes Wasser, so dal 
gerade nur der Boden desselben vom kalten Wasser beriihrt 
wird, so streckt sich die Sehne rasch unter mehrfachen wurm- 
artigen Kriimmungen. Es sieht aus, als ob die Sehne plétz- 
lich lebendig wiirde. Durch Umschiitteln des Becherglases, 
wodurch die Sehne wieder mit dem heifen Wasser in Beriih- 
rung kommt, kann man sie wieder zum Schnurren bringen 
und so den Versuch mehrmals wiederholen. 

Wie ich eben beschrieb, dehnt sich eine solche in heifem 
Wasser verkiirzte Sehne in kaltem s of ort wieder auf etwa 
“. der Linge aus. Sie verlangert sich aber dann in 
langsamemTempoweiter. So hatte sie schon nach 
einigen Minuten wieder %4 der Linge erreicht und nach ei- 
nigen Stunden hatte sie sich wieder vollkommen auf die 
urspriingliche Linge ausgedehnt. Wie vollkommen solche 
Formolsehnen wieder’ ihre urspriingliche Form erreichen, 
kann man am besten sehen, wenn man zwei vollstandig gleich 
lange Sehnen aus dem gleichen erhirteten Sehnenbiindel 
nimmt. (Vgl. die Préparation der Mausesehnen in meiner 
oben zitierten Arbeit.) Man wird dann leicht zwei finden, 
die durch die Fixation in Formol auch genau in gleichen 
Kriimmungen fixiert sind. Lat man nun die eine in kaltem 
Wasser liegen, bringt die andere durch kochendes Wasser 
zum Schnurren und legt sie dann neben die Kontrollsehne in 
kaltes Wasser, so hat sie sich nach einigen Stunden nicht 
allein zur vollkommen gleichen Linge wieder ausgedehnt, 
nein, auch alle die urspriinglichen kleinen Biegungen und 
Knickungen haben sich so vollkommen wieder hergestellt, 
daB die vorher gekochte von der Kontrollsehne absolut nicht 
mehr zu unterscheiden ist. 

Wurden zu solchen Versuchen Sehnen verwendet, die vor 
der Formolbehandlung erst vollkommen mit Trypsin aus- 
gedaut waren, also nur noch aus reinem Collagen bestan- 
den, so zeigten sie das gleiche Verhalten, wie frisch mit 
Formol behandelte. Auch bei ihnen war die Temperatur- 
grenze in gleicher Weise hinaufgeriickt und auch sie kontra- 
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hierten sich selbst in kochendem Wasser kaum unter 14 der 
urspriinglichen Linge. Auch die hierauf folgende Wieder- 
ausdehnung in kaltem Wasser erfolgt in gleicher Weise. 
Es ist dies also eine Kigentiimlichkeit, die dem Collagen als 
solchem zukommt. Spezielle Versuche ergaben noch, da 
andere faserige Gewebe dieses Verhalten nicht zeigten. So 
wenn man z. B. Muskelfaserbiindel vom Froschsartorius 
ebenso mit Formol behandelt, dann die Muskelfasern im 
Waschwasser isoliert, was sehr leicht geht, so schnurren 
solche Formolmuskelfasern bei 93° nicht zusammen, wenig- 
stens ist die Verkiirzung, die dabei eintritt, eine ganz mini- 
male, kaum mefbare. 

Sehnen vom Frosch, mit Formol behandelt, verhal- 
ten sich ebenso wie Miusesehnen, nur ist die Temperatur- 
grenze nicht ganz so hoch hinaufgeriickt und die Verkiirzung 
ist ein wenig gréBer. Bei 85° geht eine solche Formolfrosch- 
sehne in 5 Sekunden auf das Maximum der Kontraktion von 
27% der urspriinglichen Linge und selbst beim Kochen geht 
die Verkiirzung nicht weiter. Bei 86° wird dieses Maximum 
schon nach 3 Sekunden, bei 82° aber erst in etwa 1 Minute 
erreicht. Bei 80° erleiden die Sehnen keine Verainderung. 
In kaltes Wasser iibergefiihrt strecken sich die auf 27% ver- 
kiirzten Sehnen sofort wieder auf 54%, verlaingern sich lang- 
sam weiter und nach einigen Stunden sind sie nicht mehr 
von nicht in heifSKem Wasser geschnurrten zu unterscheiden. 

Es war nun von Interesse, diese Vorginge auch unter 
dem Mikroskop zu verfolgen, doch hat dies einige Schwierig- 
keiten wegen der schnellen Wiederausdehnung beim Ab- 
kihlen. Man bringt zu dem Ende méglichst diinne Formol- 
mausesehnen, am besten solche, die schon einmal in heifem 
Wasser geschnurrt waren und sich wieder etwas ausgedehnt 
hatten, in Wasser auf den Objekttrager, bedeckt mit Deck- 
glas und erwirmt iiber kleiner Flamme, bis das Wasser zu 
kochen anfingt. Dann bringt man das Priaparat so schnell 
als méglich unter das Mikroskop. Im ersten Moment ist 
die Sehne ziemlich undurchsichtig und zeigt eine ganz 
schwache Streifung, dann kommt ein Stadium, wo die Sehne 
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gerade anfangt, sich zu strecken. Sie wird dabei zundchst 
eher etwas durchsichtiger, doch ist auch hier eine Andeutung 
fibrillirer Streifung zu sehen. In diesem Stadium sieht man 
sehr gut die Sehnenzellen. Nun streckt sich die Sehne rasch, 
dabei wird die Sehne undurchsichtig und dabei werden die 
Fibrillen wieder sehr deutlich sichtbar. Damit stimmt auch 
die Beobachtung in polarisiertem Lichte. Im Anfang nach 
dem Erhitzen keine oder doch nur sehr schwache Doppel- 
brechung. Sofort beim Beginn der Wiederausdehnung wird 
die Doppelbrechung deutlich und steigt rasch etwa zur Hohe 
der Doppelbrechung einer normalen Sehne an. 

Eine weitere Eigentiimlichkeit der Formolsehnen ist, 
dai, wenn sie einmal in heiem Wasser auf 14 geschnurrt 
waren und sich dann in kaltem Wasser wieder auf 74 der 
Linge ausgedehnt hatten, nun das Zusammenschnurren auch 
schon bei wesentlich niedrigerer Temperatur erfolgt. Solche 
Mausesehnen schnurren nun schon bei 69° schnell wieder auf 
% der Linge. Dies geht auch noch bei 60°, wobei die Ver- 
kiirzung zwar noch schnell erfolgt, aber nicht ganz so stark 
ist. Bei 59° ist die Verkiirzung noch geringer und bei 
57—56° erfolgt iiberhaupt keine Verkiirzung mehr. 

Bringt man durch heiffes Wasser geschnurrte Mause- 
formolsehnen in nicht ganz kaltes Wasser, sondern in etwas 
warmeres, z. B. solches von 45°, so dehnen sie sich darin 
doch noch wieder aus, wenn auch langsam, und erreichen 
darin auch nach kurzer Zeit 74 der urspriinglichen Lange. 
Bringt man sie aber in noch etwas warmeres von 50°, so 
dehnen sie sich zwar auch noch aus, erreichen aber die Lange 
von % nicht mehr. Ubertrigt man sie nun in ganz kaltes 
Wasser, so dehnen sie sich rasch weiter aus auf %4 der 
Linge; bringt man sie dann gleich wieder in Wasser von 
50° zuriick, so ziehen sie sich wieder auf die Lange zusam- 
men, die sie vorher im Wasser von 50° angenommen hatten. 

Ebensolche Versuche an Froschformolsehnen, bei 
denen genaue Messungen vorgenommen wurden, ergaben: 
Eine Sehne verkiirzt sich bei 86° auf 27% der urspriing- 
lichen Linge; in kaltem dehnt sie sich dann sofort wieder 
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auf 54% aus. Jetzt erfolgt die sofortige Verkiirzung auch 
schon bei niederer Temperatur, z. B. schon bei 62°, selbst 
bei 56° ist nur etwa 1 Sekunde nétig, um die maximale 
Verkiirzung auf 27% zu erreichen. Bei 54° zieht sie sich 
aber, nachdem sie sich in kaltem Wasser wieder ausgedehnt 
hatte, schon langsamer zusammen und erreicht nun nur noch 
37,8%. In Wasser von 52° erreicht sie nur 43% Verkiir- 
zung. In kaltes gebracht verlangert sie sich auf 65%, dann 
in solches von 60° iibergefithrt, verkiirzt sie sich nur noch 
auf 54%. Wird sie nun wieder in kochendes Wasser iiber- , 
tragen, so schnurrt sie wieder auf 27%, um sich in kaltem 
sofort wieder auf 54% zu verlaingern. Hieraus in Wasser 
von 49° iibergefiihrt, zieht sie sich auf 43% zusammen; 
148+ man sie dann in kochendem wieder maximal schnurren 
und bringt sie wieder in das Wasser von 49°, so dehnt sie 
sich auch wieder auf 43% aus. Wird sie dann wieder in 
kaltes gebracht, so verlangert sie sich auf 65%, zieht sich 
darauf in Wasser von 46° auf 54% zusammen. Wird sie 
aus kaltem Wasser in solches von 42° iibergefiihrt, so er- 
folgt keine Verkiirzung mehr. Diese Versuche an Frosch- 
sehnen zeigten also ebenfalls, da, wenn Formalsehnen ein- 
mal in heiem Wasser geschnurrt waren, und sich dann in 
kaltem Wasser wieder ausgedehnt hatten, daf dann schon 
sehr viel niedrigere Temperaturen geniigen, um das Zusam- 
menschnurren wieder hervorzurufen, dal} dann aber ferner, 
wie es scheint, jeder bestimmten Temperatur etwa zwischen 
den Grenzen von 40—60° eine bestimmte Linge der Sehne 
entspricht, die mit steigender Temperatur abnimmt. Die 
Froschsehnen unterscheiden sich von den Mausesehnen nur 
dadurch, dai die entsprechenden Temperaturen bei ihnen 
etwas niedriger liegen. 

Diese letzten Versuche waren alle so angestellt, dai 
der Aufenthalt in kaltem Wasser nur kurz war, nur so lang, 
bis die Sehnen die schnelle Wiederausdehnung auf 2% der 
Linge wieder erreicht hatten. Es fragte sich nun, ob die 
Sehnen auch bei der langsam erfolgenden Nachdehnung die 
erékere Neigung zum Zusammenschnurren behalten. 
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Wie wir sahen, erfolgte, wenn durch heifes Wasser ge- 
schnurrte Formolsehnen sich in kaltem gerade wieder auf 
2 der Linge ausgedehnt hatten, ein zweites Schnurren dann 
schon bei 60°. Lagen solche Sehnen aber dann etwas linger 
in kaltem Wasser, so daf die Nachdehnung schon begonnen 
hatte, so sind nun wieder héhere Temperaturen zu erneutem 
Schnurren erforderlich. Schon nach 4stiindigem Liegen in 
kaltem Wasser ist eine Temperatur von 70° dazu notwendig, 
und je linger sie in kaltem Wasser liegen, je mehr sie sich 
der urspriinglichen Linge wieder nihern, um so hoéher steigt 
auch die Temperatur, die zum Wiederschnurren erforderlich 
ist, um so mehr niéhert sich die Temperatur der urspriing- 
lichen Grenztemperatur, doch scheinén, wie die folgenden 
Versuche zeigen, selbst wenn die Sehnen vollkommen das 
normale Aussehen wiedererlangt-haben, selbst nach einigen 
Tagen noch geringe Unterschiede der Quellungstemperatur 
zu bleiben. 

Von 2 Mauseformolsehnen war die eine durch Kochen 
geschnurrt und hatte dann 5 Tage in kaltem Wasser gelegen 
und war in Form und Lange nicht von der Kontrollsehne zu 
unterscheiden. Bei 86° schnurrte nun diejenige, die schon 
vorher einmal zusammengeschnurrt war, schnell zusammen, 
die Kontrollsehne nicht. Von zwei ebensolchen Sehnen, bei 
welchen die eine nach Behandlung mit heifem Wasser 6 Tage 
in kaltem gelegen hatte, zog sich die schon einmal ge- 
schnurrte bei 81° im Verlauf einer Minute langsam auf %4 
der Linge zusammen, wiéhrend die Kontrollsehne sich in 
dieser Zeit nicht verinderte. Bei 83° geht die erstere in 
14 Minute auf 4% der Linge zusammen, wahrend die Kon- 
trollsehne erst bei 86° sich in 142 Minute langsam nur ein 
ganz wenig, vieleicht auf */, der Linge verkiirzte. 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Veranderungen, die 
das Formolcollagen in Wasser von verschiedener 
Temperatur erleidet, sind so pragnant und so typisch fiir 
die leimgebenden Fibrillen, indem sie bei keinem anderen 
Gewebe beobachtet werden, daf wir sie geradezu als neue 
Reaktion auf Collagen bezeichnen kénnen. 
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Die leimgebenden Fibrillen erscheinen dabei je nach der 
Temperatur des Wassers wesentlich in drei verschiedenen 
Lingen: 

I Normale Linge noch opak und 
II 43 der normalen Linge doppelbrechend, 

I{I 4 der normalen Linge, etwas gequollen, nicht dop- 

pelbrechend. 

Die Reaktion ist nun folgende: 

I geht in III sofort iiber in Wasser von 93°. 

III geht in Il sofort tiber beim Ubertragen aus dem 
heifen in kaltes Wasser. 

II geht in III sofort wieder iiber schon in Wasser 
von 69°. 

II geht in I wieder langsam iiber bei liangerem Liegen 
in kaltem Wasser. 

Diese an Méausesehnen gewonnenen Resultate gelten 
auch fiir Froschsehnen, nur sind, wie oben beschrieben, dabei 
die Temperaturen ein wenig niedriger und die Verkiirzungen 
etwas gréBer (II 54%, Il] 27% der normalen Linge. — 
Ubergang von I zu III bei 86°, von II zu III bei 62°). — 
Auch Versuche an Vogelsehnen (Gans) ergaben gleiche 
Resultate. 


Collagenimreticularen Bindegewebe. 


Es ist immer noch ein strittiger Punkt, inwieweit und 
ob iiberhaupt collagene Fibrillen am Aufbau des reticularen 
Bindegewebes, z. B. in Lymphdriisen, beteiligt sind. K iihne 
und ich hatten in unserer Mitteilung iiber die Verdauung 
als histologische Methode*) angegeben, dafi nach Verdauung 
von Lymphdriisenschnitten (es waren solche vom Ochsen) 
in Trypsin von dem reticuliren Bindegewebe nur ein Netz 
feinster collagener Fibrillen iibrig bleibe, die alle Reaktionen 
der Sehnenfibriilen zeigten. Die Zellen waren vollkommen 


1) A. Ewald und W. Kiihne, Die Verdauung als _ histologische 
Methode. Verhandlungen des Naturhist.-Med. Vereins zu Heidelberg. Bd. | 
Heft 5, 1876 (C. Winter, Heidelberg). 
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herausverdaut. Noch vorhandene Kernreste waren durch 
Schiitteln leicht zu entfernen. Es ist seither mehrfach be- 
stritten worden, daf Collagen im Reticulum enthalten sei. 
Besonders Mall’) *) hatte behauptet, dal das Reticulum 
nicht aus collagenen Fibrillen bestehe. Er hatte auch Tryp- 
sinverdauung zur Darstellung des Reticulums verwendet, 
aber obgleich er an anderer Stelle (S. 332) unsere Arbeit 
zitiert, hat er nicht erwahnt, da8 wir schon und zwar zuerst 
die Trypsinverdauung zu einer genaueren Gewebsanalyse 
und auch zur Reindarstellung des Reticulums verwendet hat- 
ten. So konnte es kommen, daf} noch jetzt in einem so ver- 
breiteten Buch wie Herxheimers Technik der Pathol.- 
Histolog. Untersuchung *) als histologische Verdauungs- 
methode nur die von Mall angegeben ist und die grund- 
legenden Arbeiten von K iithne gar nicht erwaihnt werden ‘). 

Es war bei dem bezweifelten Vorkommen von Collagen 
im Reticulum nun doch von Interesse, wie sich wohl das 
nach unserer Ansicht aus collagenen Fibrillen bestehende, 
aus Lymphdriisen durch Trypsinverdauung erhaltene Netz- 
werk beziiglich der neuen Reaktion verhalten werde. Es 
wurden zu diesem Zwecke Lymphdriisen vom Ochsen, mit 
14 %iger Kochsalzlésung angefeuchtet, mit dem Gefrier- 
mikrotom geschnitten und die Schnitte in einer frisch nach 
K iihnes Vorschrift bereiteten alkalisch gemachten und mit 
einem Tymolkérnchen versetzten Trypsinlésung 24 Stunden 
verdaut. Die Zellen waren verdaut, noch vorhandene Kerne 


) F. Mall, Reticulated and Yellow Elastic Tissues (Preliminary 
report). Anatom. Anzeiger, Jahrg. III Nr. 14, 1. Juni 1888. 

7) F. Mall, Das retikulierte Gewebe und seine Beziehungen zu den 
Bindegewebsfibrillen. Abhandlungen der mathematisch-physischen Klasse 
der Kénigl. Sichsischen Gesellschaft der Wissenschaften Bd. XVII (Bd. 
XXIX) Nr. IV. Leipzig, S. Hirzel, 1891. 

3) Gotthold Herxheimer, Technik der Pathologisch-histolo- 
gischen Untersuchung, S. 24 und 137, Wiesbaden, J. F. Bergmann, 1912. 

*) Oben zitierte Arbeit von Ewald und Kiihne und: W. Kiihne, 
Kurze Anleitung zur Verwendung der Verdauung in der Gewebsanalyse. 
Untersuchungen aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidel- 
berg Bd. I, Heft 2 (Carl Winter, Heidelberg). 
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und in den Maschen eingelagerte Tyrosinkristalle wurden 
durch Schiitteln in Wasser leicht entfernt. 

So gereinigte Reticulumpraparate wurden nun fiir 
2 Tage in 4%iges Formol eingelegt, und zwar ein Teil der 
ausgedauten Schnitte vor der Einlage in Formol méglichst 
gut ausgebreitet, ein anderer zu diinnen schnurartigen Strei- 
fen gestreckt und so in Formol fixiert. Ein solcher Streifen, 
der fast wie eine feine Sehne aussieht, von 27mm Linge 
schnurrt in kochendem Wasser auf 7—8 mm zusammen und 
verlangert sich dann in kaltem Wasser sofort wieder auf 
16mm. Nach 3stiindigem Verweilen in kaltem Wasser 
hatte er wieder eine Linge von 25 mm und nach 24 Stunden 
wieder die urspriingliche Lange von 27 mm erreicht und dabei 
auch wieder vollkommen die urspriingliche Form, wie er in 
Formol fixiert war, angenommen. Ein gut ausgebreitet in 
Formol fixierter, ausgedauter Schnitt, 10mm lang, 8mm 
breit, geht in kochendem Wasser auf ein Stiickchen von etwa 
4 zu 5mm zusammen. Genau war es nicht zu messen, da 
es sich dabei zusammengerollt hatte. In kaltem Wasser 
streckt es sich dann sofort wieder aus, auf etwa 6 zu 8mm, 
und nach 3 Stunden ist es wieder vollkommen ausgebreitet 
und hat die urspriingliche Form und Gréfe, von 8 zu 10 mm, 
wieder erreicht. Also auch das durch Trypsin gereinigte 
Reticulum gibt diese neue Reaktion in gleicher Weise wie 
die collagenen Fibrillen der Sehnen, was doch unserer alten 
Auffassung, dafs dieses so erhaltene feine Netzwerk aus 
collagenen’ Fibrillen bestehe, eine neue Stiitze gibt. 


Ahnliches Verhalten von Formolleim. 


Sehr merkwiirdig ist es nun, dafs auch Leim, der 
mit Formol behandelt wurde, fast die gleiche Reaktion gibt. 
Man schneidet aus Gelatine schmale Streifen und legt sie 
entweder direkt in Formol ?/,, (4%) und 1a&t sie darin auf- 
weichen, oder man lat sie erst 24 Stunden in kaltem Was- 
ser anquellen und iibertrigt sie dann in Formol. Nach zwei- 
tigiger Einwirkung des Formol und mehrtigigem Aus- 
waschen in mehrfach gewechseltem Wasser sind sie dann in 
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heiSem Wasser nicht mehr léslich. Nach 10 Minuten langem 
Kochen hatte sich noch nichts gelést, wie sich daraus ergab, 
da im Wasser durch Tannin kein Niederschlag entstand. 
Beim Kochen verkiirzt sich nun auch ein solcher Formol- 
gelatinestreifen ganz merklich, wenn auch die Verkiirzung 
keine solchen Werte erreicht wie beim Formolcollagen. Der 
Streifen wird natiirlich auch in der Quere entsprechend 
schmaler. Er zieht sich auf 72% der Linge zusammen und 
wird dabei noch durchsichtiger. Der Formolleim ist unge- 
kocht schwach opaleszierend. Nach dem Kochen in kaltes 
Wasser iibertragen, verlangert sich der Leimstreifen schnell 
wieder und hat sich in 10 Minuten schon wieder fast auf die 
urspriingliche Lange ausgedehnt, er hat schon wieder 96% 
erreicht. Nach 2 Stunden ist das Formolleimstreifchen nicht 
mehr von einem nicht gekochten Kontrollpriparat (beide 
waren durch Langsspaltung eines Streifchens erhalten) zu 
unterscheiden. Es ist fiir diese Versuche gleich, ob bei der 
Bereitung des Formolleims die Gelatine vor der Einlage in 
Formol erst in Wasser gequollen war oder ob sie direkt in 
die Formollésung gebracht war. Beide Praparate verhiel- 
ten sich vollkommen gleich. Es ergab sich also das merk- 
wiirdige Resultat, daf auch Formolleim (Formolglutin) sich 
in ganz aihnlicher Weise wie Formolsehnen (Formolcollagen) 
in heiSem Wasser kontrahiert und dann in kaltem wieder 
vollkommen zur urspriinglichen Form ausdehnt. — 


Verhalten der Formolsehnen gegen Ver- 
dauungsfermente. 


Dafi Formolsehnen die Verdaulichkeit in Pepsin ver- 
loren haben, wurde schon erwahnt, es war aber noch zu unter- 
suchen, wie sich gekochte Formolsehnen gegen die Ver- 
dauungsfermente verhielten, denn es ist ja bekannt, daf das 
in Trypsin an und fiir sich unverdauliche Collagen nach der 
durch hei&es Wasser unter Verkiirzung erzielten Quellung 
nun fiir Trypsin verdaulich geworden ist. Es wurden zu die- 


sen Versuchen Mausesehnen verwendet, die 3 Monate in For-. 


mol 7/,, (4%) gelegen hatten, in Wasser griindlich ausge- 
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waschen und dann in kochendem Wasser zum Schnurren ge- 
bracht wurden. Kin Teil wurde dann in kaltes Wasser ge- 
bracht, bis er sich wieder vollstaéndig ausgedehnt hatte, ein 
Teil wurde aus dem heifen Wasser so schnell als méglich in 
eine schon auf 40° erwarmte alkalische Trypsinlésung ge- 
bracht. Es war aber nicht zu vermeiden, da sie sich nicht 
darin schon wieder etwas verlingerten. Nach 2% Stunden, 
in welcher Zeit eine gekochte frische Kontrollmausesehne in 
der gleichen Trypsinlésung schon vollkommen verdaut. war, 
war noch keine Spur von Verdauung zu bemerken, im Gegen- 
teil, die Formolsehnen hatten sich wieder fast vollkommen 
auf ihre urspriingliche Lange ausgedehnt. Auch nach 
24 Stunden war noch keine Verdauung erfolgt. Die nach 
dem Kochen in kaltes Wasser gebrachten Formolsehnen hatten 
schon nach 2'/, Stunden die urspriingliche Linge wieder er- 
reicht. Es scheint dies nach der lange dauernden Einlage 
in Formol noch schneller zu gehen, wie bei den oben beschrie- 
benen Versuchen nach kiirzerer Formolwirkung. Solche Sehnen 
waren natiirlich in Trypsin ebenfalls véllig unverdaulich. Die 
Sehnen, die nach dem Kochen schnell in die Trypsinlésung 
gebracht und damit 24 Stunden behandelt waren, kamen dann 
in Pepsinsalzséure. Sie quollen darin nicht und waren nach 
24 Stunden noch vdllig unverindert, wihrend zur Kontrolle 
in die gleiche Pepsinlésung eingelegte frische Mausesehnen 
anquollen, in '/, Stunde auf kleine Stiimpfchen zusammen- 
schrumpften und nach 3 Stunden vollkommen verdaut waren. 
Es wurden nun noch Sehnen der Pepsinverdauung unterworfen, 
die 2 Tage in alkalischer Trypsinlésung verdaut waren, 
also aus reinem Collagen bestanden und dann 3 Monate in 
Formol lagen. Sie kamen nach Auswaschen in Wasser in 
Pepsinlésung und waren nach 24stiindiger Verdauung villig 
unverindert. Wurden sie dann in Wasser griindlich ausge- 
waschen und in kochendes Wasser gebracht, so verhielten 
sie sich gerade wie gewohnliche Formolsehnen, sie schnurrten 
sofort auf '/, der Lange zusammen und dehnten sich dann in 
kaltem Wasser sofort wieder auf ?/,; der Liinge aus und hatten 
schon nach 1 Stunde fast die alte Linge wieder erreicht. 
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Nach 3 Stunden waren auch schon die feineren Biegungen 
wiederhergestellt und nach 24 Stunden waren sie von nicht 
gekochten Kontrollsehnen nicht mehr zu unterscheiden, nur 
ist das Gefiige der gekochten Sehnen etwas lockerer, sie gehen 
beim Zerklopfen unter dem Deckglas leichter in Elementar- 
sehnen auseinander. Die Fibrillen sind aber véllig normal, 
auch ist ihre Doppelbrechung vollkommen erhalten. Wir sehen 
also, daf} selbst gekochte Formolsehnen, ja selbst solche, die 
vor der Formolwirkung durch Trypsinverdauung gereinigt 
waren, durch die Pepsinverdauung, selbst durch mehrmaliges 
darauffolgendes Kochen,; die so charakteristischen Kigentiim- 
lichkeiten der Formolsehnen gegen heifies Wasser nicht ein- 
biifien. -— 


Wiederausdehnung bei Abkiihlung nach dem 
Schnurren in heifbem Wasser nach Vorbehand- 
lung mit anderen Mitteln. 


Ks fragte sich nun, ob die Wiederausdehnung in kaltem 
Wasser nach dem Zusammenschnurren in heifiem nur den 
Fformolsehnen zukomme, oder ob nicht auch Vorbehandlung 
mit anderen Mitteln ahnlich wirke, und es ergab sich, dafi 
eine Wiederverlingerung, freilich in sehr viel geringerem Grade, 
fast immer beobachtet wird. So zeigten sogar frische Frosch- 
sehnen ohne jede weitere Vorbehandlung, die bei 69° auf 
22,5°/, geschnurrt waren, nach Uberfiihrung in kaltes Wasser 
in 5 Minuten schon eine Wiederverliingerung auf 31°/, und 
nach 18 Stunden fast auf 38°), der urspriinglichen Linge. 
Kbensolche der Maus dehnten sich von 26°/, Verkiirzung (bei 
70° geschnurrt) in 10 Minuten wieder auf 34°/,, in 24 Stunden 
auf 36°/, aus. In folgender Tabelle sind die durch heifies 
Wasser erzielten Verkiirzungen und darauffolgenden Wieder- 
ausdehnungen in kaltem Wasser in Prozenten der urspriing- 
lichen Liinge bei Miaiusesehnen nach verschiedener Vorbehand- 
lung zusammengestellt. 

Aus dieser Tabelle ersieht man, dafi fast nach allen 
VYorbehandlungen nach dem Schnurren in heifiem Wasser mehr 


oder weniger schnell eine Wiederausdehnung in kaltem Wasser 
Hfoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CY. 11 
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erfolgt, niemals aber wird, wie nach Formol, die urspriingliche 
Linge wieder erreicht. Meist ist die Wiederausdehnung nur 
sehr gering. Nur nach A)koholbehandlung ist die Wiederaus- 
dehnung ziemlich betrichtlich, doch wird auch da bei einer 
maximalen Verkiirzung auf '/, der Linge nur etwa die Hilfte 
der urspriinglichen Liinge wieder erreicht. Nur in einem 
einzigen Falle wurde gar keine Wiederausdehnung bei der 
Abkiihlung beobachtet. Dies war nach Vorbehandlung mit 
Chromsiiure unter Belichtung, doch war dabei ja auch die 
Kontraktion in der Wirme nur sehr gering. 

Engelmann’) hat schon in seiner Arbeit zur Theorie 
der Sehnen- und Muskelverkiirzung erwihnt, da, wenn die 
Schrumpfung einer Sehne durch Wiirme noch nicht maximal 
gewesen sei, sie sich bei der Abkiihlung wieder verlingere, 
mitunter um 10—15°/,, jedoch wohl niemals die vorige Linge 
wieder erreiche. In seiner Abhandlung iiber den Ursprung 
der Muskelkraft?) hat er ahnliches in geringerem Mafie an 
verschiedenen Geweben beobachtet. Unter seinen zahlreichen 
Versuchen iiber Kontraktion bei Wirme und Wiederausdehnung 
bei Abkiihlung ist aber nur einer mit Sehnen (Anhang II Seite 57) 
angestellt. Dabei handelt es sich aber nicht wie bei meinen 
Versuchen um eine selbstiandige Wiederausdehnung der frei 
im Wasser liegenden Sehnen, sondern bei Engelmanns Versuch 
war die Sehne, ein 13 mm langes, 1,5 mm dickes Stiick einer 
Fufisehne des Hundes, durch eine Belastung mit 50 g gedehnt, 
und in der Warme geschnurrte Sehnen zeigen, wie ich das 
noch ausfiihrlicher besprechen werde, eine grofje Dehnbarkeit 
und haben etwa die Elastizitét von Kautschuk angenommen. 
Engelmanns tibrigen Versuche sind alle mit Violinsaiten ge- 
macht, welche nach Engelmann auch aus parallelfasrigen, 
schwach spiralig um die Saitenachse verlaufenden Biindeln 
fibrillaren Bindegewebes bestehen sollten. Dies ist aber nicht 
richtig, sondern Darmsaiten bestehen jedenfalls zum griéfiten 





') Th. W. Engelmann, Bemerkungen zur Theorie der Sehnen- und 
Muskelverkiirzung. Arch. f. d. ges. Physiologie, Bd. 8 8. 95 (1874). 

*) Th.W.Engelmann, Uber den Ursprung der Muskelkraft, 2. Aufl, 
Leipzig, W. Engelmann, 1893. 
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Teil aus der Muscularis des Darmes. Liaibt man Stiicke von 
Violinsaiten (Quinten) in Wasser anquellen, so werden sie weich 
und lassen sich in 4 umeinandergedrehte Streifen zerlegen. 
In Wasser méglichst fein zerzupft, zeigen sie keinen fibrillaren 
Bau, sondern lassen sich nur in grébere Fasern zerlegen, die 
in EKssigsiure quellen und manchmal Kerne erkennen lassen. 
In Wasser erweichte Saitenstiicke oder durch Lingsspaltung 
zu erhaltende Streifen davon schnurren zwar beim Kochen 
zusammen, aber nur auf die Hilfte der Linge, nicht wie Sehnen 
auf 1/,. In kaltes Wasser iibertragen, verlingern sie sich all- 
miihlich wieder bis auf */. der Linge. In Wasser erweichte 
Saiten, die dann 24 Stunden mit Formol (4°/,) behandelt waren, 
gehen in kochendem Wasser auch auf die Hilfte zusammen, 
dehnen sich aber in kaltem Wasser nicht wieder auf die ur- 
spriingliche Liinge, wie dies Formolsehnen tun, sondern selbst 
nach 24 Stunden auch nur wenig iiber */, der urspriinglichen 
Liinge. Wurden in Wasser erweichte, der Liinge nach in ihre 
4 Teilstiicke getrennte Violinsaiten mit Pepsinsalzsiure digeriert, 
so fingen sie schon nach 4 Stunden an zu zerfallen und waren 
nach 24 Stunden bis auf minimale Reste gelist. Mit alkalischem 
Trypsin verdaut, sind solche Teilstiicke nach 24 Stunden stark 
an Masse geschwunden, aber noch als Ganzes erhalten. Die 
unverdauten Reste sind weich, breiten sich leicht unter dem 
Deckglas aus und bestehen, im alkalischen Verdauungssaft 
untersucht, aus gequollenen Fasern, zwischen denen Reihen 
von Fettrépfchen liegen. (Die Violinsaiten sind immer eingedlt.} 
Nach 48 Stunden sind sie noch mehr zusammengegangen. 
Wischt man ein solches mit Trypsin verdautes Teilstiick in 
Wasser aus, so quillt es ab und Jat sich auf dem Objekt- 
triiger in eine zarte Membran auseinanderfalten, die, mikro- 
skopisch untersucht, nur aus collagenen Fibrillen besteht. 
Lab6bt man diesen Rest in heifiem Wasser schnurren, so geht 
er auf ein fast nur stecknadelkopfgrofies Kliimpchen zusammen, 
das, mit einem entsprechenden unverdauten und in heifem 
Wasser geschrumpften Saitenstiickchen verglichen, kaum dem 
hundertsten Teil der Masse nach entspricht. Die Violinsaiten 
kénnen demnach nicht nur aus dem Bindegewebe des Darmes 
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bestehen, sondern sind offenbar wesentlich Darmmuskulatur, 
enthalten freilich auch etwas Bindegewebe, wohl von der 
Submucosa, der Serosa und dem Bindegewebe zwischen den 
Muskelschichten stammend. Daf} der in Trypsin unverdaute 
Rest Collagen ist, wird auch durch sein Verhalten gegen Formol 
bestiitigt. Denn wenn man diesen zu einem diinnen Streifchen 
ausstreckt und so in Formol fixiert, 24 Stunden darin liegen 
laBt, in Wasser auswischt, so schnurrt er nun in kochendem 
Wasser auf 7/, der Liinge zusammen, streckt sich in kaltem 
Wasser sofort auf */, der Linge und hat nach 24 Stunden 
wieder vollkommen die urspriingliche Liinge und Form erreicht. 


Wiederverlingerung der Sehnen bei lingerem 
| Erwirmen. 


Hat man Sehnen mit heifiem Wasser behandelt, so dah 
sie darin die der angewandten Temperatur entsprechende ma- 
ximale Verkiirzung erreicht haben, und setzt nun die Behand- 
lung mit heifjem Wasser noch einige Zeit fort, so verlingern 
sie sich meistens wieder ganz wesentlich. Frische Frosch- 
sehnen dehnten sich in Wasser von 68° nach maximaler Ver- 
kiirzung auf 25 °/, der Liinge, nach 5 Minuten langem weiteren 
Belassen in Wasser derselben Temperatur wieder auf 58 °/, 
der Liinge aus. Bei 65° aus maximaler Verkiirzung von 27,7 °/, 
in 10 Minuten auf 50 °/,. Dabei waren sie etwas klebrig ge- 
worden und hafteten leicht an der Pinzette. In kaltes Wasser 
libergefiihrt zeigten sie dann nochmals eine weitere Verliin- 
gerung auf 55—61°/, der urspriinglichen Linge. Auch bei 
den geringeren maximalen Verkiirzungen, wie sie durch etwas 
niedrigere T'emperaturen erzielt wurden, brachte langeres Ver- 
weilen in dem warmen Wasser wieder Verlaingerung. So bei 
60° von Verkiirzung auf 31°), in 10 Minuten zu 45 °/,, welcher 
Verlingerung eine Weiterverlingerung in kaltem Wasser auf 
54,5 °/, folgte. Bei den haarfeinen Maiuseschnen waren die Ver- 
hiiltnisse iihnlich, doch sind messende Versuche bei lingerem 
Krwirmen nicht genau zu machen, da die Sehnen sich zwar 
auch stark wieder verlaingern, dabei aber schnell sehr weich, 
sehr klebrig werden, so daf} sie sich nicht mehr gut mit der 
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Pinzette fassen lassen. In kaltes Wasser iibertragen kleben 
sie noch leichter und fester an Pinzette und den Gefaibwinden, 
so daf} genaue Messungen kaum auszufiihren sind. Doch hatte 
die Wiederverlingerung in Wasser von 68—70° von 26°/, in 
2—5 Minuten wenigstens wieder 40°/, der Linge erreicht. 
Bei 85° waren die Sehnen schon nach 1 Minute wieder auf 
40°/, verlingert. Bei vorher mit Trypsin verdauten Sehnen 
waren die Versuche noch schwerer zu machen. Bei 70° hatten 
sie sich zwar von der zunichst eingetretenen kolossalen maxi- 
malen Verkiirzung auf 9,3°/, in 1'/, Minuten wieder auf etwa 
18°/, verlingert, aber sie lieffen sich nicht mehr mit der 
Pinzette fassen und waren nach 2 Minuten schon vdllig gelist. 
Ks geht bei dem Weitererwiirmen offenbar schon in kurzer 
Zeit eine teilweise Umwandlung des Collagens in Glutin vor 
sich, die bei den diinnen Miéuseschwanzsehnen, besonders den 
durch Verdauung gereinigten und aufgelockerten sehr schnell 
und vollstiéndig eintritt, bei den dickeren Froschfufisehnen 
langsamer und in den oben angegebenen Zeiten nur unvoll- 
stiindig erfolgt. Auch bei Fischsehnen (Barbe) war bei lingerem 
Erwirmen (2 Minuten) bei 73° eine Wiederverliingerung zu 
konstatieren. In kochendem Wasser hatten sich die zusammen- 
geschnurrten Sehnenstiickchen in 2 Minuten wieder etwas ver- 
lingert. Nach 10 Minuten schienen sie nur etwas diinner 
geworden zu sein, waren aber nicht wesentlich weiter ver- 
iindert. Nach '/,stiindigem Kochen sind sie dann deutlich 
kleiner, diinner, viel weniger durchsichtig als nach dem ersten 
Zusammenschnurren. Die mikroskopische Untersuchung zeigte, 
dal} der Rest wesentlich aus zahlreichen elastischen Fasern 
bestand, die in einer feinkérnigen, mit sehr vielen Kernen 
durchsetzten Masse lagen. Beim Zerklopfen sind zwischen den 
elastischen Fasern keine gequollenen Massen mehr zu sehen. 
Offenbar ist alles Collagen in Leim umgewandelt und gelést 
und der relativ grofe Rest erklirt sich durch den grofien 
Reichtum der Fischsehnen an Zellen und elastischen Fasern. 
Kine frische Miusesehne ging in kochendem Wasser sofort auf 
25°/, zusammen, hatte sich nach 1 Minute schon wieder auf 
50°/, ausgedehnt, dann nahm sie aber an Dicke ab, war nach 
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5 Minuten nur noch ein diinnes Fadchen, das sich auch nach 
10 Minuten nicht mehr weiter verindert hatte. Dabei war 
die Sehne etwa so dick wie eine frische, aber viel kiirzer, und 
bestand mikroskopisch untersucht aus deutlich erkennbaren, 
in dichten Stringen gelagerten Zellen, zwischen denen deutlich 
gewellte elastische Fasern lagen. Von collagenen Fibrillen war 
nichts mehr zu sehen, auch von etwa gequollenen Resten der- 
selben nichts mehr wahrzunehmen. 

Vorbehandlung der Sehnen mit verschiedenen Mitteln wie 
mit 10°/,iger Kochsalzlésung, oder Salzsiiure von 3/, 55, °/,, oder 
1°/,iger Essigsiiure, die 5°/, Kochsalz enthielt (Siurewirkung 
ohne Quellung), ebenso mit Natronlauge von ?/,,°/, mit nach- 
folgendem Wiederabquellen, wirken nicht veraindernd in dieser 
Beziehung ein. Uberall war auch hier bei lingerem Erwiirmen 
eine Wiederausdehnung (von 22'/,—25°/, auf 43—50°/,) und 
bei nachherigem Ubertragen in kaltes Wasser auch noch eine 
weitere Verlingerung zu konstatieren. Chromsaure Salze aber 
heben diese Kigentiimlichkeit der Sehnen vollstiindig auf. Nach 
Behandlung mit Kaliumbichromat von 3°/, zeigen die Sehnen, 
und zwar sowohl hell- als wie dunkelgehaltene, bei lingerem 
Krwiirmen keine Verlingerung, dagegen haben sie die Fihig- 
keit, sich dann in kaltem Wasser wieder auszudehnen, behalten. 
An mit Chromsiure behandelten Sehnen waren keine speziellen 
Versuche in dieser Richtung angestellt worden, doch scheint 
aus Versuchen, bei denen die Erwirmung zufallig etwas linger 
fortgesetzt wurde, hervorzugehen, dafi auch nach Chromsiaure- 
behandlung, wenigstens bei hellgehaltenen Sehnen, keine Wieder- 
ausdehnung erfolgt. 

Bei der Verlangerung bei langerem Erwirmen handelt 
es sich offenbar nicht um den gleichen Vorgang wie bei der 
Verlingerung durch Uberfiihren in kaltes Wasser nach Heifi- 
wasserverkiirzung. Es handelt sich sicher dabei um eine 
allmihliche Umwandlung des Collagens in Leim, die nur bei 
dem Chromeollagen aufgehoben oder verzégert ist. 

Formolsehnen verhalten sich auch in dieser Beziehung 
wieder abweichend. Sie verlingern sich nicht wieder bei 
langerem Erwirmen, sondern sie ziehen sich im Gegenteil 
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noch weiter zusammen. Eine Formolsehne von 57 mm Linge 
ging in kochendem Wasser direkt auf 19 mm zusammen. Sie 
war nach 5 Minuten langem Kochen auf 17, nach 8 Minuten 
auf 15, nach 13 Minuten auf 14, nach 18 Minuten auf 13 
und nach 23 Minuten auf 12 mm verkiirzt. Eine weitere 
Verkiirzung war auch nach '/, Stunde nicht eingetreten. 
In kaltes Wasser iibergefiihrt, streckt sie sich zuniichst wie- 
der auf 15 mm, hat nach 2 Minuten 17, nach 17 Minuten 
17,5 und nach ?/, Stunde 18 mm erreicht. Sie dehnt sich 
aber nun nicht mehr weiter aus und hat sich selbst nach 
24 Stunden nicht weiter verliingert, hat also noch nicht ein- 
mal wieder ganz '/, der urspriinglichen Liinge erreicht. Also 
auch hier nimmt wieder das Formolcollagen eine Ausnahme- 
stellung ein. Ein altes Priparat von Lymphdriisenreticulum, 
durch Trypsinverdauung aus Lymphdriisen vom Ochsen er- 
halten, das wenigstens 5 Jahre in Formol aufgehoben war, 
geht in kochendem Wasser auf etwas mehr als !/, zusammen, 
bei weiterem Kochen noch etwas weiter und erreicht nicht 
ganz '/, des urspriinglichen Durchmessers, zieht sich aber 
dann auch bei langerem, '/,stiindigem Kochen nicht mehr 
weiter zusammen. In kaltes Wasser gebracht, dehnt es sich 
auch nicht mehr wesentlich aus und hat sich auch nach 
24 Stunden nicht wieder weiter gestreckt. Also auch in 
dieser Beziehung verhalt sich das Reticulum wie sonstiges 
Jollagen. 


Dehnbarkeit der in heifiem Wasser geschrumpften 
und gequollenen Sehnen. 


Bekanntlich kann man dadurch, daf} man durch Gespannt- 
halten die Sehnen mechanisch verhindert, sich in heifiem 
Wasser zu verkiirzen, auch die sonst damit verbundene 
Quellung verhindern. Die Sehne behialt dabei ihre starke 
Lichtbrechung und Doppelbrechung. Damit hingt wohl auch 
folgende Erscheinung zusammen: Ist eine Sehne in heifiem 
Wasser zusammengeschnurrt und glasig gequollen, so hat sie 
nun eine ganz andere Elastizitit bekommen. Wahrend frische 
Sehnen fast gar nicht dehnbar sind, ein zwischen 2 Pinzetten 
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gefabtes 10 mm langes Stiick einer Froschsehne sich z. B, 
héchstens um '/,—*/, mm dehnen lifft, haben die geschnurrten 
Sehnen eine Dehnbarkeit etwa wie Kautschuk gewonnen. Sie 
lassen sich sehr stark dehnen, um nach Nachlassen des 
Zuges sofort wieder zu der durch die Erwirmung vorher er- 
zielten Verkiirzung zuriickzuschnellen. Um diese Versuche 
auszufiihren, packt man am besten ein Stiick einer Sehne von 
bestimmter Liinge fest zwischen 2 Pinzetten und versenkt 
diese dann mit der Sehne, ohne einen Zug auszuiiben, in heiBes 
Wasser, mif}t dann die Verkiirzung durch das Schnurren, ohne 
die Sehne loszulassen, und kann dann direkt durch starken 
Zug mit den Pinzetten die Sehne wieder dehnen. Es zeigt 
sich dann, dafi man eine Froschsehne, die in Wasser von 
70° auf etwa 30 °/, der urspriinglichen Linge verkiirzt war, 
direkt hinterher wieder auf die urspriingliche Linge dehnen 
kann, ohne sie zu zerreifjen. Dabei werden die Sehnen wie- 
der fast vollkommen opak, um dann beim Zuriickschnellen 
wieder das glasig gequollene Aussehen der geschnurrten Sehnen 
anzunehmen. Froschsehnen, die bei 70° geschnurrt, sich dann 
in kaltem Wasser wieder etwas verlingert hatten, lefien sich 
nun nicht bis zur vélligen urspriinglichen Linge dehnen, son- 
dern nur etwa bis zu 75 °/, derselben. Dabei wurden sie 
etwas opak, rissen aber bei stirkerer Dehnung an den Pin- 
zetten ab und schnurrten wieder zusammen. Wurden die 
Sehnen aber nach dem Schnurren noch einige Zeit in heifjem 
Wasser gehalten, bis sie sich darin wieder etwas verliingert 
hatten, dann in kaltes Wasser iibertragen und auch hierin 
gelassen, bis die oben beschriebene weitere Verlingerung ein- 
getreten war, so sind sie nun noch dehnbarer geworden, denn 
in einigen derartigen Versuchen konnte eine solche Sehne nun 
weit iiber die urspriingliche Liinge, die sie vor dem Schnurren 
hatte, gedehnt werden, iiber 150 °/, der urspriinglichen Linge. 
Miiuesehnen verhalten sich Ahnlich, doch sind dabei die Ver- 
suche schwerer anzustellen, da die haarfeinen Miuseschwanz- 
sehnen sehr schwer fest mit Pinzetten zu packen sind und 
beim Dehnen leicht an der Pinzette abreifjen, auch bei etwas 
zu langem Erwiirmen schon sehr schnell, wenigstens teil- 
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weise, in Leim umgewandelt sind. Bei in Alkohol gehirteten 
Miuse- und Rattensehnen lief} sich aber konstatieren, daB sie 
sich auch nach dem Schnurren wieder fast bis zur urspriing- 
lichen Liinge dehnen lassen und dabei auch wieder opak wie 
frische Sehnen werden. Nicht ohne Interesse war ein Ver- 
such mit Alkoholmausesehnen, bei dem die Verkiirzung lang- 
samer bei etwas niedererer Temperatur vorgenommen wurde. 
Kine solche Sehne hatte sich bei 60° nach 6 Minuten Janger 
Erwirmung auf 60 °/, verkiirzt. Sie lief sich dann durch 
Zug nur wieder auf 86 °/, ausdehnen, um nach Nachlassen 
des Zuges wieder auf 60 °/, zuriickzuschnurren. Nach 10 Mi- 
nuten weiterer Erwirmung bei 60° hatte sich die Sehne all- 
mihlich auf 32 °/, verkiirzt, in kaltem Wasser dann wieder 
auf 52 °/, verlingert. Nun war die Sehne sehr viel dehn- 
barer geworden, denn sie lief} sich ein ganzes Stiick tiber die 
urspriingliche Liinge dehnen und rib erst, als etwa 120 °/, 
der urspriinglichen Liinge erreicht waren. Auch mit Osmium- 
siiure behandelte Sehnen zeigten nach dem Schnurren in heifiem 
Wasser diese kautschukartige Dehnbarkeit und liefien sich 
bis zur alten Liinge dehnen; erst dann rissen sie und schnellten 
wieder zusammen. Ebenso verhielten sich auch Formolsehnen. 
Eine solche vom Rattenschwanz von 57 mm Linge, die sich 
in kochendem Wasser auf 19 mm verkiirzt hatte, lief sich 
leicht wieder auf die alte Lange ausdehnen. Eine ebensolche 
auch 57 mm lange Sehne, die, wie im vorigen Abschnitt be- 
schrieben, nach '/,stiindigem Erwirmen sich auf 12 mm ver- 
kiirzt und dann nach 24stiindigem Verweilen in kaltem Wasser 
sich wieder auf 18 mm _ verlingert hatte, lief} sich nun nur 
noch auf 44 mm dehnen. 

Die Gesamtergebnisse der vorstehenden Arbeit seien 
nochmals kurz zusammengefaBt: Das Verhalten des 
Formolcollagens gegen heifBes Wasser ist so 
eigentiimlich, dafi es geradezu als neue Reak- 
tion des Collagens betrachtet werden kann, 
denn Formolsehnen schnurren in Wasser erst 
bei 95° rasch auf 37/, der Linge zusammen und 
dehnen sich dannin kaltem Wasser sofort, wie 
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eine zusammengedriickte Spiralfeder, wieder 
auf ?/,der normalenLiinge aus. Jetzt schnurren 
sie schon bei 69° wieder auf '/, der Linge zu- 
sammen. Bei lingerem Liegen in kaltem Wasser 
erreichen sie dann wieder vollkommen die ur- 
spriingliche Linge und Form. Durch Trypsin- 
verdauung gereinigtes, dann mit Formol be- 
handeltes Lymphdriisenreticulum verhialt sich 
ebenso; ein Beweis, dai auch im Reticulum col- 
lagene Fibrillen enthalten sind. Auch Formol- 
leim zeigt ein ihnliches Verhalten. 

In geringem Grade zeigen auch frische Sehnen und solche 
nach anderer Vorbehandlung eine Wiederverliingerung im 
kaltem Wasser, nach der Verkiirzung in heifiem, aber diese 
Verlingerung ist nur nach Alkoholbehandlung etwas betricht- 
licher, sonst nur sehr gering. Eine gewisse Wiederverliingerung 
nach der Verkiirzung in heifiem Wasser erfolgt auch bei 
etwas liingerem Erwirmen. Endlich zeigte sich, daf} die in 
heifiem Wasser geschrumpften und gequollenen Sehnen eine 
ganz andere Elastizitit bekommen hatten als frische; sie sind 
aun dehnbar wie Kautschuk geworden. 
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Weitere Untersuchungen bei Haematoporphyria congenita. 
II. Mitteilung’). 


Von 


0. Schumm. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg- 
Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1919.) 


Im folgenden sollen einige weitere Beobachtungen mit- 
geteilt werden, die ich an dem Haematoporphyrie-Kranken 
Petry habe anstellen kénnen. Es ist derselbe Kranke, dessen 
Untersuchung seinerzeit H. Giinther’) zur Aufstellung 
des besonderen Krankheitsbildes der Haematoporphyria con- 
genita fiihrte, und an dem aufer ihm von H. Fischer’), 
sowie von mir‘*) zahlreiche Beobachtungen ausgefiihrt wor- 
den sind °). 


1) Vgl. die ausfiihliche Abhandlung: ,Beitrige zur Kenntnis der 
Haematoporphyria congenita (H. Giinther) und der natiirlichen Porphyrine, 
Diese Zeitschr. Bd. 98, S. 123 (1916). 

*) H. Giinther, Die Haematoporphyrie, Dtsch. Archiv f. klin. Med. 
Bd. 105, Heft 1 und 2, S. 89 (Dezember 1911). 

5) H. Fischer, Uber das Urinporphyrin, Diese Zeitschr. Bd. 95, 
S. 8341915); ders., Uber das Kotporphyrin, Diese Zeitschr. Bd. 96, S. 148 
(1915); ders, Beobachtungen am frischen Harn und Kot von Porphyrin- 
patienten, Diese Zeitschr. Bd. 97, S. 148 (1916); ders., Uber die Konsti- 
tution des Urinporphyrins, Gewinnung einer carboxylierten Haematinsaure 
aus Urinporphyrin, Diese Zeitschr. Bd. 98, S. 78 (1916); ders., Uber die 
Konstitution des Kotporphyrins, Diese Zeitschr. Bd. 98, S. 14 (1916); 
ders., Die natiirlichen Porphyrine und ihre Bedeutung fiir die Pathologie, 
Wiener klin. Wochenschr. Nr. 32 (1916). 

*) O. Schumn, I. ¢. 

°) Das subjektive Befinden Petrys ist zurzeit gut. Nach Herrn 
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I. Die pathologischen Farbstoffe in Harn und Kot. 
1. Der Gehalt des Harns an essigsiurefillbaren Porphyrinfarbstoffen. 


Nach den ersten von H. Fischer ausgefiihrten 
Mengenbestimmungen betrug die tigliche Ausscheidung an 
essigsiurefillbaren Porphyrinfarbstoffen im November 1915 
taiglich zwischen 0,3 und 0,5 g, im Dezember zwischen 0,27 
und 0,5 g, im Januar 1916 zwischen 0,17 und 0,33 g, im Fe- 
bruar zwischen 0,3 und 0,57 g. 

Ich fand im August 1916 eine tagliche Ausscheidung von 
0,32 bis 0,4 g, Ende 1916 und Anfang 1917 Mengen von 0,4 
bis 0,45 g, im Sommer 1918 0,35 bis 0,45 g, im Winter 1918 
Mengen, die um 0,4g schwankten. Auf eine wesentliche 
Anderung in der Héhe der Porphyrinausfuhr kann man aus 
ineinen Beobachtungen nicht schliefen. 


2. Die elementare Zusammensetzung des Roh-Porphyrins’). 


H. Fischer’) hat fiir das durch einmaliges Umfallen 
aus N/25 Natronlauge (mit Essigsiure) und Auswaschen ge- 
reinigte Roh-Porphyrin folgende Zusammensetzung gefun- 
den: C= 55,76%, H=6,31%, N=9,7%. Er gibt an, dah 
das Praiparat auferdem noch Schwefel und eine geringe 
Menge Asche enthalten habe. 

Bei der Veresterung dieses Roh-Porphyrins mit Methyl- 
alkohol und Salzsiure fand H. Fischer einen in dieser 
Fliissigkeit unléslichen Rest, der folgende Zusammensetzung 
hatte: C= 49,81%, H=7,19%, N=14,95%, Cl=4,03%, 
S—=1,07%. Daraus erhielt H. Fischer durch Hydrolyse 
mit HCl ein Gemisch von Aminoséiuren und schlof, daf die 
Substanz ein zur EiweiRgruppe gehériger Korper sei*). In 
einer spiteren Mitteilung gibt Fischer an, ,,der grote Teil 


Oberarzt Dr. C. Heglers Feststellung besteht ein Milztumor. Beziiglich 
des Blutbildes vergl. Abschnitt II dieser Abhandlung. 


1) Roh-Porphyrin = durch Essigsiiurezusatz zum Harn entstehende 
Farbstoffillung. 


2) 1. c. Bd. 95, S. 49. 
3) H. Fischer, l. c Bd. 95, 8. 56. 





Se ARE MOT Aad 
Se LINED 6 SOM 


a rent it a 

















ante iitesenationsian os 
— oes © ne oe 
pee BARREN oS 








160 O. Schumm, 


des Farbstoffes ist in eiweiffreier Form vorhanden und wird 
durch Essigsaiure niedergeschlagen. Ein Teil dieses Nieder- 
schlages ist dann in Methylalkohol-Salzsiure (trockener 
HCl) unléslich, dies ist eine Farbstoff-Eiweifverbindung. 
Ob es sich hier um eine feste Verbindung handelt oder nur 
um Adsorption, ist schwer zu entscheiden“?). Wie ich schon 
in meiner ersten Mitteilung beschrieben habe ?), blieb in 
meinen Versuchen auch bei der Verarbeitung grofer Mengen 
Roh-Porphyrin (bis zu 28g) bei der Veresterung durch 
Methylalkohol-Salzsiure kein Riickstand, wohl aber war in 
meinen Versuchen ebenso wie in denen H. Fischers das 
Produkt der Veresterung in Chloroform nur unvollstindig 
léslich. Da es mir wiinschenswert erschien, festzustellen, 
ob das Roh-Porphyrin in neuverer Zeit etwa eine Anderung 
in der elementaren Zusammensetzung erfahren hatte, so 
habe ich wiederholt aus dem frischen unzersetzten Harn das 
Roh-Porphyrin in der von H. Fischer befolgten Weise 
abgeschieden, den Farbstoff gleich nach der Fallung abfil- 
triert, in N/50 Kalilauge gelést, alsbald mit Essigsaiure ge- 
fallt, sogleich wieder abfiltriert, die Umfallung in gleicher 
Weise noch zweimal wiederholt, dann abfiltriert, ausgewa- 
schen, getrocknet und analysiert. Die Praparate enthielten 
2 und 2,3% Asche. 


a) Roh-Porphyrin aus Harn vom Jahre 1916%). 
0,1939 g (aschefrei berechn.) gaben 16,2 ccm N bei 768 mm u, 20° = 9,62 °/, N. 


0.2596... 5 . 90,5 4 « « 772 ,, , 22°=9,32%,N, 

0.16381... ; .  0,3464 g CO, u. 0,0779 g H, O = 57,92°/, 
u. 5,34 /, H. 

0,3969.. ., \ .  0,0180 g BaSO, = 0,002468 gS =0,62°/, S, 


b) Roh-Porphyrin aus Harn vom Jahre 1917. 


)),1772 g (aschefrei berechn.) gaben 14,4 com N bei 770 mm u. 22°= 9,28 °/, N, 
0,2090 ,. ‘ . 09,4511 g¢ CO, u. 0,1051 g H,O=58,86°/, C 
u. 5,63 °/, H. 


1) Derselbe, |. c. Bd. 97, S. 148. 

*) O. Schumm, |. c. 8. 159. 

3) Dieses in griferer Menge hergesteilte Praparat ist mit zu den 
schon friiher beschriebenen Untersuchungen benutzt worden. 
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(),2040 g (aschefrei berechn.) gaben 0.4578 g CO, u.0,1003 g HO=58,53%/, C 
u. 5,50 °/, H. 


0.5364,, ” .  0,0214 g BaSO, = 0,002934 g S — 
0.55 %/, S. 
04440... . . 00173 g BaSO, = 0.002372 g S = 


» 0,5842 %/, 8. 


c) Roh-Porphyrin aus Harn vom Jahre 1918. 
0,1165 g (aschefrei berechn.) gaben 9,3 ccm N bei 765 mm _ u, 25° = 8,92 °/, N. 


Das Ergebnis der Analysen spricht dafiir, dafi das Roh- 
Porphyrin aus dem Jahre 1917 nahezu dieselbe Zusammen- 
setzung hat wie das des vorhergehenden Jahres. Beide Pra- 
parate weichen in ihrer Zusammensetzung merklich ab von 
dem friiher von H. Fischer analysierten Roh-Porphyrin, 
das weniger Kohlenstoff und mehr Wasserstoff und Stickstoff 
enthielt. Vergleicht man die Werte fiir C- und N-Cehalt 
meines Roh-Porphyrins mit denen des von H. Fischer aus 
dem Harn dargesteliten freien Harn-Porphyrins *), so ergibt 
sich eine grofe Ahnlichkeit (s. u.); Fischer fand fiir diesen 
Koérper C = 57,56 bis 57,83, H = 4,98 bis 5,18, N = 6,65 bis 
6,77). Da der Stickstoffgehalt des Roh-Porphyrins aber 
wesentlich héher ist als bei dem reinen Urin-Porphyrin, so 
miissen auch meine Praparate von Roh-Porphyrin ahnlich 
dem von H. Fischer analysierten Roh-Porphyrin aus einer 
chemischen Verbindung oder einem physikalischen Gemisch 
der Porphyrin-Farbstoffe mit einer stickstoffreicheren Sub- 
stanz bestehen; ob es sich dabei um denselben Kérper handelt 
wie zur Zeit der Untersuchungen Fischer, bedarf noch der 
Aufklirung. 

3. Die elementare Zusammensetzung der rein dargestellten Porphyrine. 

Weiter habe ich gepriift, ob das im Roh-Porphyrin ent- 
haltene Harn-Haimatoporphyrin und das Porphyrin der 
Fazes noch dieselbe Zusammensetzung hatten wie zur Zeit 


der friiheren Untersuchungen von H. Fischer (1915/16) 
und von mir (1916). Zur Ausfiihrung der Elementarana- 


1) H. Fischer, |. c. Bd. 95, 8S. 53 (1915). 
*) Derselbe, 1. c. Bd. 95, 8S. 58 und 54 (1915). 
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— 
come | 
7. | 
TR 





Urin-Porphyrin') | 57,56—57,83 | 0 
Roh-Porphyrin 
aus Harn 

(Schumm) | 57,92—58,86 | 5,34-5,63 | 8,92—9,62 | 0,53—0,62 
Roh-Porphyrin | | 





H. Fischers | 
| 4,98—5,18 6.65—6,7 


; 





aus Harn | | nur qualita- 
(H. Fischer) 55,76 | 6,31 9,70 tiv nachge- 
° ! f | . 
H. Fischers | wiesen, 
| | 


Kot-Porphyrin 
(Priiparat aus | | 
Harn) 65,282) | 6,03 8,70 





lysen dienten die Methylester, die nach der von H. Fischer 
ausgearbeiteten Methode in derselben Weise hergestellt 
waren, wie es in meiner friiheren Arbeit beschrieben worden 
ist. Die Methylester waren dreimal in der von H. Fischer 
angegebenen Weise umkristallisiert. Zur Priifung auf 
Aschegehalt benutzte ich je 0,1—9,15 g Substanz; da ich 
eine wigbare Menge Asche nicht gefunden habe, betrug der 
Aschegehalt jedenfalls unter 01%. Die Verbrennungen habe 
ich im offenen Rohr unter Benutzung von Bleichromat aus- 
gefiihrt und folgende Werte erhalten: 
Harn-Porphyrinmethylester’). 
a) Priparate aus dem Jahre 1916. 

Erstes Priparat: 
0,1021 ¢ gaben 0,2299 g CO, und 0,0530 g H,O = 61,41°/o C und 5,81°/o H. 
0,1610,, ,, 8 6ccmN bei 777 mmHg und 18° = 6,28°/, N. 

Zweites Priiparat: 
0,3345 g gaben 18,5 com N bei 769 mm Hg und 17!/,° = 6,48°/, N. 
CM. » BE av so » FO no oe wo Ow ee. 


1) Die von H. Fischer aufgestellte Formel C,,H,,N,0O,, verlangt 
C =: 57,05, H = 4,38, N == 6,77, 

*) Das Priiparat war, wie H. Fischer schreibt, stark aschehaltig 
(3,34 °/,). Die von H. Fischer aufgestellte, aus den Analysen des Kot- 
Porphyrinmethylesters abgeleitete Formel fiir Kot-Porphyrin C,,H,, N,0, 
verlangt © as 66,22, i= 5,06, N= 8,59. 

8) Uber das spektralanalytische Verhalten dieser Priparate habe ich 
schon in der friiheren Arbeit berichtet (1. c. Bd. 98, S. 157 u. f.). 
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b) Praiparat aus dem Jahre 1918. 


0,1214 g gaben 0,2715 g CO, und 0,0644 g H,O = 60,99°/, C und 5,94°/, H. 
Ce, , GH, . » COM, =e... : 528%, . 
0,2277 ,, .,  12,2ccemN bei 756 mm Hg und 17° = 6,16°/, N. 
Os « WE ais » Os c& ow Oe... 


Zum Vergleich fiihre ich die von H. Fischer mitge- 
teilten Zahlen') neben den meinigen an: 











C | H | N 
H.Fischer . . . | 60,49—61,34 | 548-625 | 6,04—6,25 
Schumm 1916 . 61,41 5,81 | 6,28—6,4& 
Schumm 1918. . | 60,99—61,64 | 5,83—5,94 | 6,06—6,16 
Die von H, Fischer | 
aufgestellte Formel. 
C,,H;,N,0,,  ver- 
Meee eG sk 60,58 5,44 6,05 


Die neuen Analysen bieten keinen Anlaf, anzunehmen, 
dai der Hauptfarbstoff des Harns, das Harn-Himatoporphy- 
rin (= Fischers Urin-Porphyrin), zurzeit eine andere 
Zusammensetzung habe als vor 2 Jahren. 

Bei der spektralanalytischen Untersuchung dieses und 
anderer Praiparate des Jahres 1918 erhielt ich dieselben Er- 
cebnisse wie seinerzeit bei den Priparaten des Jahres 1916. 


Kot-Porphyrinmethylester. 


Beziiglich Darstellung und Analyse gilt das oben Ge- 
sagte. Auch diese Priparate enthielten unter 0,1% Asche. 


a) Priparate aus dem Jahre 1916. 
Erstes Priiparat: 
0.1582 ¢ gaben 0,3875 g CO, und 0,0911 g H,O = 66,80°), C und 6,44°/, H. 
Zweites Priparat: 


0,1574 g gaben 0,3907 g CO, und 0,0927 g H,O, = 67,70°/, C und 6,59°/, H. 
0,2353 ,, ,,. 16,7 com N bei 758 mm Hg und 17° = 8,18°/, N, 


') Nach Makroanalysen von H. Fischer und Mikroanalysen von 
Dr. Lieb in Graz, vergl. H. Fischer, 1. c. Bd. 95, 8. 50 (1915). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CY. 12 
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b) Préparat von 1917/18. 
0,1501 g gaben 0,3719 g CO, und 0,0854 g H,O = 67,57°/, C und 6,37°/, H. 
0,1574,, ,, 11,25 ccmN bei 760 mm Hg und 20° = 8,13°/, N. 

Aus diesen Zahlen lait sich auf eine Anderung in der 
Zusammensetzung des Porphyrins der Fazes in der Zeit von 
1916 bis 1917/18 nicht schlieRen. Auch im spektralanalyti- 
schen Verhalten habe ich keine Abweichung gegeniiber den 
1916 fiir das Kot-Porphyrin festgestellten Werten aufge- 
funden. Zum Vergleich stelle ich hier die von H. Fischer 
mitgeteilten Werte fiir die elementare Zusammensetzung des 
Kot-Porphyrinmethylesters *) mit meinen Zahlen zusammen. 











C | H | N 
H. Fischer... 66,79—-67,27 °/,2), 6,09—6,55°/,2) | 7,98—8,17°%, %) 
O. Schumm 1916 . | 66,80—67,70%, | 6,44-6,59°/, | 8,18°/, 
O. Schumm 1918 . 67,57 °/, | 6,37 °/, 8,13, 


Die von H. Fischer aufgestellte Formel C;,H,.N,O, 
verlangt 67,44% C, 6,10% H, 8,07% 

Anmerkung: Die Abhandlung H. Fischers ,,Uber 
das Kotporphyrin“*) enthailt zwei gute Abbildungen der 
Kristalle des Kot-Porphyrinmethylesters und des Kot-Por- 
phyrinathylesters. Es erscheint mir bemerkenswert, daf} ich 
einmal eine betrichtliche Menge Kot-Porphyrinmethylester 
(obiges Priparat ,,b‘“) nach nochmaligem Umkristallisieren 
aus viel Lésungsmittel in schénen 1—2 mm langen Kristallen 
erhalten habe, die in Form und Anordnung nicht Fischers 
Abbildung I des Kot-Porphyrinmethylesters, sondern der 
Abbildung II des Kot-Porphyrinithylesters entsprachen. 


Il. Die pathologischen Farbstoffe des Blutes*). 


Wie ich in der ersten Abhandlung nachgewiesen habe, 
ist das Blutserum des Kranken Petry durch seinen ausge- 


1) Fischers Priiparate von Kot-Porphyrinmethylester waren teils 
aus Harn, teils aus Kot dargestellt worden. Verg]. Diese Zeitschr., Bd. 96, 
S. 162 u. 167 (1915). 

*) Mikroelementaranalysen. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 96, 8. 148 (1915). 

‘) Herr Oberarzt Dr. C. Hegler, dessen klinischer Beobachtung 
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sprochen pathologischen Farbstoffgehalt gekennzeichnet ?). 
Ich habe damals (1916) zuerst auf spektralanalytischem 
Wege das Porphyrin im Blute aufgefunden; daneben enthielt 
es bedeutende Mengen von Himatin. Der Gehalt an Por- 
phyrin war gering, mit Hilfe meines Gitterspektrometers 
aber zweifelsfrei festzustellen. Im Dezember 1918 und 
Januar 1919, also 2% Jahre nach den ersten Untersuchungen, 
habe ich das Blut unseres Kranken von neuem untersucht. 
Es enthielt beide Male Porphyrin und Himatin. Methiémo- 
zlobin war auch in diesen Blutproben nicht nachweisbar, der 
Gehalt des Serums an Oxyhimoglobin gering, beides wie 
friiher. Beachtenswert erscheinen mir die Schwankungen im 
Gehalt des Serums an Porphyrin und Hiamatin, die ich schon 
bei den friiheren Untersuchungen und in noch auffalligerem 
Mae bei den jetzigen gefunden habe; dazu kommt, dafs das 
Blutserum jetzt auch betriachtliche Mengen von Bilirubin 
enthielt, bei der ersten Blutentnahme, Dezember 1918, mehr 
als bei der zweiten im Januar 1919. Diese analytisch er- 
wiesenen Unterschiede im Gehalt an den verschiedenen Farb- 
stoffen bei den letzten beiden Blutentnahmen wurden auch 
iuBerlich an der stark abweichenden Farbung wahrgenom- 
Petry in letater Zeit unterstand, hatte die Freundlichkeit, mir die folgenden 
Angaben iiber die Zusammensetzung des Blutes zur Verfiizung zu stellen 
Marz 1917. Rote Blutkérperchen 1300000 
Weife : 3.200 
aa 
Fiirbeindex ... . 1,34 
Februar 1919. Rote Blatkérperchen 1300000 
Weibe - 2400 
Me... ,.0n ae 
Firbeindex ... . 0,96 
Poikilozytose 
Anisozytose 
Polychromatophilie 
Polymorph. Leuk . . 51°, 
K). Lymphoz.. . . . 20°/, 
gr. ‘ es «© « ee 
Rees Cw 
eee 4 ce ss ee 
1) 1, c. Bd. 98, S. 126, 
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inen; bei der KEntnahme im Dezember 1918 war das Serum in 
lcm Schichtdicke braun gelb, bei der im Januar 1919 nur 
dunkelgelb. Wodurch die Schwankungen im Farbstoffgehalt 
des Serums bedingt sind, hat sich leider noch nicht entschei- 
den lassen. LEinfliisse von Tageszeit der Blutentnahme und 
Nahrungszufuhr sind, wie folgende Zusammenstellung zeigt, 
nach meinen bisherigen Feststellungen nicht erkennbar. — Von 
der Anwesenheit von Porphyrinogen im Blutserum habe ich 
mich nicht iiberzeugen kénnen. 











| ides ' Farbe des Gehalt des Blutserums_ an: 
aa = | Letzte urchsichtig- }lutserums 
Tag der | Tages- | - : cr 
, vos ee ‘Nahrungs- keit des | In 1 em Por- | Hii- 
Kotnahme; zeit | : é 7 Schicht- Bilirubin 
| | zufuher Blutserams dicke phyrin | matin | 
| | 
ee ee schwach |, . ,. | 
1. 1916/2 Uhr | 2 Std. ship ‘briiunlich-|schwach! 91 | 
oa opalisierend she 8°) | negatis 
2.Juni; nachm. vorher “ | gelb positiv | 
getriibt 
2. 1916 10 Uhr friih Klar deutlich | . 
a slai vie 10 | negativ 
3.Juni vorm. | morgens positiv 
3 1916 sehr schwach  braun- sehr | 
° ) 2 | . . | = | 
7 , opalisierend, | stichig [schwach! 5 5 — 
23. Juni | a 
| fast klar | gelb positiv | 
| EF | 
4, 1916, | ' | briiunlich-| deutlich: 
/vorm. | ‘ klar | ag Te —_ 
17. Okt. | | | gelb positiv | 
| 9 Uhr | | | zieml. 
5. 8 | 1 J ig | i j 
eo 191 ‘I /,Uhr, morgens klar | braungelb deutlich 11 atark 
12. Dez. | nachm. (250¢ Brot, | positiv | ee 
| | 1/, i Mileh) | positiv 
6. 1919 21/,Uhr yeti eee d — tay | 7 deutlich 
ast klar stichig sitiv | | a 
23. Jan. peta | d ; 5 | Po VS | positiv 
/ nachm, |  gelb 








Zum Nachweis des Porphyrins und Haimatins dienten die 
triiher eingehend beschriebenen chemisch-spektroskopischen 
Reaktionen* ) (vergl. auch unter ,,Belege“). Bilirubin wurde 


ne 


1) Vergl. O. Schumm, Uber den Nachweis von Haematin im mensch- 
lichen Blutserum, Diese Zeitschr. Bd. 87, 8. 177 (1918). 
*) 1. c. Bd. 98, S. 129—137. 
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im Verdampfungsriickstand eines Auszuges mit 65%igem 
Alkohol nachgewiesen. 

In meiner friiheren Abhandlung habe ich die Frage, ob 
der Porphyrinfarbstoff des Blutes sich wie das Harn-Himato- 
porphyrin verhalte oder wie das Kot-Porphyrin, unentschie- 
den gelassen, das erste aber als wahrscheinlicher hingestellt. 
Durch meine neuen. Beobachtungen an den beiden letzten 
Blutproben wird diese Annahme gestiitzt; das Serum gab 
die spektroskopischen Porphyrinproben in derselben Weise 
wie der Harn, der ja, wie zuerst H. Fischer festgestellt 
hat, neben wenig Kot-Porphyrin in der Hauptsache Urin- 
Porphyrin enthalt.) Mischt man 3 ccm Harn mit 2 Tropfen 
25% iger Salzsiure, so findet man fiir den Ort *) der beiden 
Hauptstreifen des entstandenen Porphyrin-Siurespektruns [. 
us. D9310, II. 54916; bei der Untersuchung der Sera vom 
12. Dezember 1918 und 23. Januar 1919 erhielt ich mit diesen 
derart iibereinstimmende Werte (s. u. ,,Belege“), da es am 
nichsten liegt, auch das Blut-Porphyrin fiir ein Gemisch aus 
Harn-Himatoporphyrin mit einer kleineren Menge Kot- 
Porphyrin (wie bei Harn) oder fiir Harn-Haimatoporphyrin 
zu halten; auch das spektroskopische Verhalten des mit Kali- 
lauge versetzten Serums stimmt zu dieser Annahme; Serum, 
das nur Kot-Porphyrin enthalt, wiirde bei den Proben mit 
Salzséure beazw. Kalilauge andere Werte geben. 

Es erschien mir wiinschenswert, eine Vorstellung von der 
Hohe des Porphyringehalts im Blute zu gewinnen. Das war 
nur méglich durch spektrometrischen Vergleich mit Lésungen 
von bekanntem Porphyringehalt. Dazu konnten Liésungen 
der reinen Porphyrine benutzt werden. Da ich es aber fiir 
wahrscheinlicher halte, daf im Blut die Porphyrine im ahn- 

*) Es sei daran erinnert, daf} der Ort der Absorptionsstreifen von 
Lésungen der Porphyrine in wiisseriger Salzsiure mit steigendem HCl- 
Grehalt eine Verschiebung nach Rot erfihrt. So liefert z. B. eine Lésung 
von Harn Himatoporphyrin in 25 °/, HCl die beiden Hauptstreifen auf 
596,7 und 553,4 (vgl. Schumm, 1. ¢. Bd. 98, 8. 171). 

*) Bei der kiirzlich ausgefiihrten Untersuchung einer Tagesmenge 


Harn fand ich den Gehalt an rohem Urinporphyrin etwa sechsmal so gro 
als den an Kotporphyrin. 
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lichen Mischungsverhiltnis vorliegen wie im Harn, so wiihlte 
ich als Vergleichsfliissigkeit eine Durchschnittsprobe der zu- 
gehérigen Tagesmenge Harn. Verdiinnt man den Harn so- 
weit mit Wasser, daf} er nach Zusatz von Salzsiure im oben 
angegebenen Verhaltnis bei gleicher Schichtdicke das Por- 
phyrin-Séurespektrum in gleicher Intensitét zeigt wie das 
mit ebensoviel Salzsiure versetzte Serum, so muf der Por- 
phyringehalt in beiden Fliissigkeiten angenihert gleich sein. 
Kine ganz genaue Bestimmung ist natiirlich nicht méglich, 
weil die Serumprobe weniger lichtdurchlissig ist als der 
verdiinnte Harn. Immerhin lé{t sich so aber eine Schitzung 
des Porphyringehaltes im Blutserum erreichen. 

Fiir das Blutserum vom 12. Dezember 1918 fand ich so 
den Porphyringehalt zu ungefihr 1,5 mg in 100 cem (Harn- 
menge 2200 ccm; beste Ubereinstimmung zwischen Harn- 
und Serumprobe, wenn 1 Teil Harn mit 10 Teilen Wasser 
verdiinnt wurde, Mischungsverhaltnis 3 cem verd. Harn bezw. 
3 ccm Serum und 2 Tropfen 25°/,iger HCl. Gehalt des Harns an 


0,018 


Roh-Porphyrin 0,018%, des Serums = ungefahr 


144 mg in 100 ccm.) Fiir das Blutserum vom 23. Januar 1919 
fand ich = des Porphyringehalts des Harns (0,00087: 
oO 


0,026%), also ungeféhr 0,9mg in 100 ccm. — Da das am 
Harn gewichtsanalytisch bestimmte Roh-Porphyrin aufer 
den reinen Porphyrinen noch einen anderen Bestandteil ent- 
halt, ist der Gehalt des Blutserums an reinem Porphyrin 
etwas geringer als obige Zahlen anzunehmen. Man wird der 
Wahrheit nahekommen, wenn man sagt, dafs der Porphyrin- 
gehalt des Blutserums durchschnittlich angenihert 1 mg in 
100 ccm betragt. Es erscheint beachtenswert, dai bei diesen 
beiden Blutproben die Unterschiede im Porphyringehalt und 
im Gehalt an Hamatin fast genau im gleichen Verhiltnis 
stehen: 


Hiimatin Porphyrin 
Blutserum vom 12, Dez. 1918 11 1,6 mg in 100 ccm 


- 


“ » go. dan. 1919 i 0,9 mg in 100 ccm 
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Ob dieser Parallelismus dauernd besteht, bedarf noch der 
weiteren Untersuchung. 


Belege. 


Zu den Untersuchungen dienten dieselben Gitterspektro- 
meter wie friiher. Die Spaltweite betrug 0,03 mm. 

1. Blutentnahme am 12. Dezember 1918 durch Venen- 
punktion nachmittags 14% Uhr. Letzte Nahrungszufuhr 
morgens 9 Uhr (250g Brot und %1 Milch). Blutserum 
braungelb, klar. 

a) Reines Serum. In 2 cm Schichtdicke: Mafig dunkler 
breiter Schatten in Rot, rotwirts nicht deutlich abgegrenzt, 
gelbwirts bis ungefaéhr p».608 reichend, sehr schwacher Strei- 
fen auf ungefahr 577, maéfig starker, symmetrischer Streifen 
auf nu. 539, maibig starke Verdunklung von ungefihr wu. 533 
bis 508. Von 508 ab starke einseitige Absorption, so dal} 
das Blau fast, das Violett vollstindig ausgeléscht ist. 

b) In 3 em Schichtdicke: Ziemlich dunkler breiter Strei- 
fen im Rot (rotwirts nicht deutlich abgegrenzt) angenidhert 
von 1, 643 bis 607 reichend, schwacher Streifen auf ungefahr 
o¢¢, ziemlich dunkler symmetrischer Streifen auf 539 (von 
346 bis 531 reichend), mifig starke Verdunklung von 531 
bis 513, von 513 ab ist das Spektrum ausgeléscht. 

c) Reaktionen auf Methiimoglobin (vergl. die friihere 
Abhandlung, Bd. 98 S. 132) negativ. Ebenso ist Schwefel- 
hamoglobin nicht nachweisbar. 

d) Reaktion auf Hamatin: stark positiv. Der erste 
Streifen des entstandenen Himochromogens wird zu wv. 559 
bestimmt, der zweite zu ungefaihr 527. Der Haimatingehalt 
wird bestimmt zu Ht 11, d. h. der erste Absorptionsstreifen 
des Himochromogens ist noch in 3,5 mm Schichtdicke eben 
deutlich erkennbar und mefbar. 

e) Serum und 4 Raumteil 15%ige Kalilauge: In dem 
bleibenden breiten Schatten im Rot wird eine schmale dun- 
kelste Stelle auf ungefaihr py. 613 erkennbar, ferner ein deut- 
licher Streifen auf etwa 581, ein auBerst schwacher, eben er- 
kennbarer Streifen auf ungefahr 562 und ein ziemlich starker 
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Streifen auf 53814. Die Absorptionen auf ungefahr 613, 562 
und 53814 entsprechen dem ersten, zweiten und dritten Strei- 
fen des Harn-Haimatoporphyrins in KOH-Lésung (vergl. 
Bd. 98 S. 162). Die Deutlichkeit seines Absorptionsbildes 
wird natiirlich durch die gleichzeitige Anwesenheit des Hima- 
tins beeintrachtigt. Die Probe wurde mehrfach mit dem 
gleichen Ergebnis wiederholt. Das Ergebnis steht in Kinklang 
mit den zugehérigen Beobachtungen bei der ersten Blutunter- 
suchung (1916). Bemerkt sei, daf bei stark KOH-haltigen 
Lésungen von Kot-Porphyrinder Streifen im Rot auf 
etwa 617,5 legt (vergl. Bd. 98 S. 170). 

f) 3ecm Serum und 2 Tropfen 25%ige Salzsiure: 
Schmaler aber deutlicher |. Streifen auf 59312, breiterer 
dunklerer, auch blauwirts ziemlich gut abgegrenzter Strei- 
fen auf 54912 (— Porphyrin-Saéurespektrum). Die Probe 
wird mehrfach mit demselben Ergebnis wiederholt. Die 
Messungen werden in 3 bezw. 2cm Schichtdicke vorgenom- 
men. Die Abweichungen gegeniiber den von mir seinerzeit 
festgestellten Grundwerten fiir den Ort der Absorptions- 
streifen des Harn-Himatoporphyrins in Salzsiure (596,7 
und 553,4) erkliren sich im wesentlichen dadurch, dafi diese 
Werte fiir Lésungen in wisseriger 25 % iger Salzsiure gelten: 
mit abnehmendem Salzsaéuregehalt verschiebt sich die ganze 
Streifengruppe nach Violett. Vergleichsbestimmungen an 
Gemischen aus je 3ccm des Harns vom gleichen Tage und 
2 Tropfen Salzsiiure ergaben fiir den Ort der beiden Haupt- 
streifen dieselbe Lage wie bei der Probe am Blutserum. 

¢) Vergleichende Bestimmung des Porphyringehalts von 
Harn und Blutserum.. Harnmenge 2200 ccm. Darin 0,397 ¢g 
Roh-Porphyrin (gewichtsanalytische Bestimmungen an je 
200 eem Harn) = 0,018%. Harn mit 10 Raumteilen Wasser 
verdiinnt gibt bei der unter ,,f‘‘ beschriebenen Probe mit 
Salzsiure das Porphyrin-Sdurespektrum in gleicher Inten- 
sitit der Streifen wie ein Gemisch aus Blutserum und Salz- 
siure. Porphyringehalt des Serums demnach angenihert 
0,018 ,, 

<a 











Weitere Untersuchungen bei Haematoporphyria congenita. 17] 


h) Bilirubinnachweis: a) 2 cem Alkohol und 1 cem Blut- 
serum, gemischt, filtriert. Filtrat stark gelb, zur 
Trockne eingedampft, Riickstand gibt stark die Gmelin- 
sche Reaktion mit Gemisch aus Salzsiure und Natriumnitrit. 
b) Das mit 2 Raumteilen Wasser verdiinnte Serum gibt die 
Ehrlichsche Diazoreaktion, jedoch nur bei folgendem Zu- 
satz von Kalilauge*). Lutéin ist nicht nachweisbar. 

2. Blutentnahme am 23. Januar 1919, nachmittags 214 
Uhr, ungefahr 114 Stunde nach dem Mittagessen. 

Blutserum braunstichig-gelb, fast klar. 

Reines Serum: Dieselben Absorptionserscheinungen wie 
bei dem vorigen Serum, nur bedeutend schwiicher. 

Reaktionen auf Methamoglobin und Schwefelhimoglobin 
negativ. 

Reaktion auf Haimatin ziemlich stark positiv, Ht 7. 

3cem Serum und 2 Tropfen 25%ige Salzsiure: Schwa- 
ches Porphyrin-Saéurespektrum (Beobachtung in 3 und 4 cm 
Schichtdicke) : I. Streifen ungefihr »y.593, II. Streifen 549%. 

Vergleichende Bestimmung des Porphyringehalts von 
Harn und Serum. Harnmenge 1860 ccm. Darin 0,484 ¢ 
Roh-Porphyrin (gewichtsanalytische Bestimmungen an je 
200 ecm Harn) — 0,026%. Harn mit 29 Teilen Wasser ver- 
diinnt gibt bei der Probe mit Salzsiure das Porphyrin- 
spektrum in gleicher Intensitét der Streifen wie ein Gemisch 
aus Blutserum und Salzsiure. Porphyringehalt des Serums 
0,026 / 
ed 

Bilirubinnachweis wie bei der vorigen Blutentnahme: 

Mit Probe ,,a)“ deutlich positiv, aber wesentlich schwa- 
cher als bei der vorigen Blutentnahme. 

Mit Probe ,,b) “ schwach positiv. 

Lutéin ist nicht nachweisbar. 


demnach angenédhert 


Zusammenfassung. 
1. Die tagliche Ausscheidung an Roh-Porphyrin im Harn 
des vorliegenden Falles von Haematoporphyria congenita 


1) Vergl. Hymans v.d. Bergh und P. Muller, Uber eine direkte und 
indirekte Diazoreaktion auf Bilirubin, Bioch. Zeitschr. Bd. 77, S. 90 (1916). 
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zeigt ihnliche Betrige wie vor einem und zwei Jahren. Das 
Roh-Porphyrin aus dem Harn von 1916 und 1917 weist in 
seiner elementaren Zusammensetzung ziemlich betriachtliche 
Unterschiede auf gegeniiber den ersten von H. Fischer 
dafiir mitgeteilten Werten. Die Praiparate der neueren Zeit 
enthielten mehr Kohlenstoff und weniger Wasserstoff und 
Stickstoff. 

2. Ein hamatinartiger Farbstoff war auch in neuerer 
Zeit im Harn nicht aufzufinden. 

3. Die an den rein dargestellten Hauptfarbstoffen des 
vorliegenden Falles durchgefiihrten Elementaranalysen und 
Spektralanalysen lassen eine Anderung in ihrer chemischen 
Zusammensetzung gegen friiher nicht erkennen. 

4. Die vom Verfasser zuerst im Jahre 1916 im Blute des 
Kranken aufgefundenen pathologischen Farbstoffe (Porphy- 
rin und Hamatin) sind bei beiden Nachuntersuchungen 
wiedergefunden worden. Neuerdings enthalt das Blut auch 
betraichtliche Mengen von Bilirubin. 

5. Dem spektralanalytischen Verhalten nach muf ange- 
nommen werden, daf das Blutserum wahrscheinlich Harn- 
Hamatoporphyrin (= H. Fischers Urin-Porphyrin), rein 
oder mit einer kleinen Menge Kot-Porphyrin gemischt, jeden- 
falls nicht iiberwiegend Kot-Porphyrin enthalt. Nicht 
ganz auszuschliefen ist die Méglichkeit, da8 ein unbekanntes 
Porphyrin vorliegt, das vom Harn-Hiaimatoporphyrin spektro- 
skopisch nicht erkennbar verschieden ist. — Durch rein che- 
mische Verfahren ist eine Entscheidung vor der Hand nicht 
zu erzielen. 

6. Die beschriebene chemisch-spektroskopische Probe 
zum Nachweis von Porphyrin im Blutserum bietet eine Hand- 
habe zur Schiitzung seines Porphyringehalts. Im vorliegen- 
den Falle schwankt der Gehalt an Porphyrin und Hématin 
betrachtlich. Die Werte fiir Haimatin betrugen Ht 5 bis 
Ht 117), die fiir Porphyrin wurden bei zweimaliger Unter- 
suchung zu 0,9 bezw. 1,6 mg in 100 ccm Blutserum geschatzt. 


1) Vergl. auch |. c. Bd. 98, 8. 181 (1916). 






























Fermentversuche an Zelluloseabbauprodukten. 
Yon 


Hans Pringsheim und Adelheid Magnus-von Merkatz. 


(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1919.) 

Allgemein pflegt man die beim Abbau der Polysaccharide 
entstehenden Zwischenprodukte als Dextrine zu _ bezeichnen. 
Die wichtigsten Vertreter dieser Klasse sind die Stirkedextrine, 
von denen die Benennung ,,Dextrine* auf andere iibernommen 
worden ist. Da es sich bei allen Dextrinen um amorphe Sub- 
stanzen handelt, die wohl in allen Fallen, auch da, wo man 
versucht hat, sie am besten zu reinigen, noch Gemische dar- 
stellen, so lassen sich naturgemiifi fiir diese Kérperklasse nur 
wenige charakteristische HKigenschaften angeben. Unter diesen 
Kigenschaften ragt, was die Stiirkedextrine und die ihnen nahe 
verwandten Glykogendextrine angeht, vornehmlich eine hervor: 
nimlich die, dafi sie durch die diastatischen Fermente aus dem 
urspriinglichen Polysaccharid gebildet und dann weiter bis zur 
Maltose abgebaut werden. Uber den fermentativen Abbau 
anderer Dextrine ist bisher nichts bekannt. Es‘ schien aus 
diesen Griinden von Interesse, der Beantwortung der Frage 
naher zu treten, wie sich ein anderer Vertreter dieser Kérper- 
klasse der Diastase gegeniiber verhalte; am geeignetsten schien 
zu diesem Zwecke, sich an ein Zellulosedextrin zu halten, ein- 
mal, weil die Dextrine der Zellulose, wenn auch ungeniigend, 
so doch besser erforscht sind als die anderer Polysaccharide, 
vor allem aber, weil Hénig und Schubert') angegeben 
haben, dafi zwar die Enddextrine der Zeilulose durch Diastase 
keine Verinderung erleiden, wohl aber die héheren; diese Ver- 


‘) Monatshefte fiir Chemie. Bd. 7, 8. 455 (1886). 
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iinderung soll sich durch vergréBertes Reduktionsvermigen 
gegeniiber Fehlingscher Lésung kennzeichnen, ohne dali es 
jedoch gelungen war, die Spaltungsprodukte zu identifizieren. 

Zur experimentellen Beantwortung dieser Frage bedurften 
wir eines Zellulosedextrins, welches einerseits in Wasser lés- 
lich, andererseits jedoch frei von Osazon bildenden Zuckern sein 
mufite: denn es war von vornherein klar, dafi es fiirs erste 
wenigstens nur mit Hilfe der Osazonreaktion méglich sein 
wiirde, irgendwie in den Mechanismus des Abbaus des Zellulose- 
dextrins durch das diastatische Ferment einzudringen. Zu 
diesem Behuf eignete sich die Darstellung von Dextrinen aus 
Zellulose nach der Methode von Willstiatter und Zech- 
meister') nicht. Bei der Einwirkung der hochprozentigen 
Salzsiiure entstehen zuerst wasserunlésliche Dextrine, nachher 
aber Gemische von Dextrinen und Zuckern, die voneinander 
zu trennen mit grofjen Schwierigkeiten verbunden sein wiirde. 
Kinige Versuche, dieses durch Dialyse zu erreichen, scheiterten 
an der langen hierzu erforderlichen Zeit, wiihrend welcher die 
Dextrine durch die Salzsiiure nach und nach gespalten werden. 
Am geeignetsten zur Beschaffung des Zellulosedextrins schien 
uns die Methode iiber die Acetylierungsprodukte nach Schlie- 
mann’), besonders in der in der Dissertation von Josef 
Madsen*) angegebenen Form. Nach dieser Vorschrift wird 
die Zellulose in Gestalt von Baumwolle oder Filtrierpapier in 
das gut gekiihlte Acetylierungsgemisch von Essigsiureanhydrid 
und konzentrierter Schwefelséiure (50 g Watte, 200 g Kssig- 
siureanhydrid und 50 g konzentrierte Schwefelsiiure) unter 
Vermeidung des Hochschnellens der Temperatur nach und nach 
eingetragen. Madsen gibt an, daf} er die Temperatur bis auf 
45° steigen lief}, wiihrend es uns nicht gelungen ist, diesen 
Temperaturgrad festzuhalten; die Krwarmung ging hiufig weiter, 
wobei unerwiinschte Zersetzungen eintraten. Wir haben des- 
halb die Methode so modifiziert, dafi wir zuerst mit einer 
Kiltemischung kihlten, das Acetylierungsgemisch dann iiber 


*) Liebigs Annalen Bd. 378, 8. 366 (1910). 
‘) Dissertation von Josef Madsen, Hannover 1917. 
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Nacht im Eiswasser stehen liefien, worauf am nichsten Tage 
eine Lésung der Zellulose ohne Schwarzfarbung zu einer hell- 
grauen sirupésen Masse eingetreten war. Nach sechstaigigem 
Stehen kristallisierte aus ihr das Zellobioseoctoacetat so gut 
wie quantitativ aus; es wurde durch Absaugen entfernt und 
das als Filtrat gewonnene Dextrinacetat in Eiswasser gegossen 
und nach den Vorschriften von Madsen weiter verarbeitet. 
Die Entfernung der letzten Reste von Zellobioseoctoacetat er- 
folgte vermége dessen grofjer Schwerldéslichkeit in 95 °/,igem 
Alkohol. Die Verseifung des dann nach dem Abdampfen des 
Alkohols und nochmaligem Eingiefien in Kiswasser gewonnenen 
Dextrins geschah mit Barythydrat. Auf diese Weise konnte 
in der Tat ein Zellulosedextrin gewonnen werden, welches beim 
Krhitzen mit Phenylhydrazin keine Osazonbildung zeigte. 

Als diastatisches Ferment verwandten wir zuerst einen 
wiibrigen Malzextrakt, welcher sowohl beziiglich seines Ver- 
fliissigungs- wie auch seines Verzuckerungsvermégens gegen 
Stirke auffierordentlich aktiv war. Die Aktivierung dieses Malz- 
extraktes erreichten wir durch die Zugabe ganz geringer 
Mengen von Salzsiiure. Wir bestimmten sowoh! die reduzie- 
rende Kraft des Dextrins gegeniiber Fehlingscher Liésung, wie 
auch die unseres Malzextraktes: 100 mg Dextrin reduzierten 
48,03 mg Kupfer. Angewandt wurden 0,295 g Dextrin mit 
einer Reduktionskraft von 140,7 mg Kupfer. Dazu setzten 
wir 2 cem des Malzextraktes, die ihrerseits 18,7 mg Kupfer 
reduzierten. Vor dem Fermentspaltungsversuch war die ge- 
samte Reduktionskraft der Lisung in 30 cem Wasser also 159,4, 
nach 20stiindigem Stehen bei 60° wurden 172 mg Kupfer redu- 
ziert. Nach diesem Versuche war also durch den Malzextrakt 
eine diastatische Spaltung des Zellulosedextrins nicht erreicht 
worden. Auch eine gleichzeitig angestellte Probe des reinen 
Malzextraktes zeigte nach 20stiindiger Einwirkung bei 60° 
keine Zunahme der reduzierenden Kraft. Bei dieser starken 
Verdiinnung gab auch der Malzextrakt keine Osazonreaktion: 
ebensowenig lief} sich in unserem Fermentprodukt nach der 
Kinwirkung ein Osazon nachweisen. 

Trotzdem es sich in diesem Falle um einen sehr aktiven 
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Malzextrakt gehandelt hat, kénnte unserer Versuchsanstellung 
gegeniiber der EKinwand erhoben werden, dafi wir mit zu ge- 
ringen Fermentmengen gearbeitet hitten. Um diesem Kin- 
wande zu begegnen, bedurften wir einer Fermentlésung, welche 
frei von Osazon bildenden Zuckern war. Dieser Forderung 
entsprach auch nicht die Diastase von Kahlbaum. Wurde sie 
jedoch in Wasser gelést und nach der Filtration durch Ein- 
giefen in Alkohol wieder ausgefallt und diese Operation ein 
zweites Mal wiederholt, so war sie vollkommen frei von Osazon 
bildenden Zuckern, jedoch Stirkekleister gegeniiber noch stark 
aktiv, sowohl beziiglich ihres Verfliissigungs- wie auch ihres 
Verzuckerungsvermégens. Wurden 0,2 g dieser gereinigten 
Diastase mit 0,3 g des Zellulosedextrins in der gleichen Weise, 
wie vorher beim Malzextrakt geschildert, behandelt, so lieb 
sich nach der Einwirkung ebenfalls keine Spaltung durch 
Osazonreaktion nachweisen. 

Wir glauben auf diese Weise den definitiven Beweis er- 
bracht zu haben, dafi das nach der Methode von Madsen herge- 
stellte Zellulosedextrin durch Diastase nicht gespalten wird. 
Allerdings gehérte es eher zu den Enddextrinen der Zellulose, 
da es eine stiirkere reduzierende Kraft als die Anfangsdextrine 
von Hénig und Schubert besab. 

Bekanntlich wird die Zellobiose durch die im Emulsin 
vorhandene Zellobiase in Traubenzucker gespalten; es war des- 
halb mit der Méglichkeit zu rechnen, dafi im Emulsin ein Fer- 
ment vorhanden sei, welches auch Zellulosedextrinen gegen- 
iiber eine gewisse Spaltungskraft zeigen wiirde. Die Priifung 
ist jedoch negativ verlaufen; nach der Behandlung unseres 
Dextrins mit Emulsin konnten wir kein Osazon eines Zuckers 
gewinnen. 

Wie schon Madsen angibt, eignet sich die Methode der 
Acetylierung in der Kilte ganz besonders zur Gewinnung von 
Zellobioseoctoacetat. Zur Darstellung kristallinischer Zellobiose 
geniigt es, das vom Acetylierungsgemisch durch Abnutschen 
getrennte Acetat mit Alkohol aufzukochen, ohne daf} es dabei 
vollig in Lésung gebracht werden mufi, und es dann nach dem 
Abkiihlen vom Alkohol getrennt mit alkoholischer Kalilauge 
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zu verseifen, Nach der weiteren Aufarbeitung kristallisiert 
dann die Zellobiose aus ihrem mit Alkohol gefilltem Sirup 
nach viertigigem Stehen, wahrend allerdings aus einem noch- 
mals aus Alkohol umkristallisierten Acetat schon nach 24 Stunden 
kristallisierte Zellobiose zu gewinnen war. 

Da uns die Frage interessierte, ob in den Organen zellu- 
loseverdauender Tiere Zellobiose spaltende Fermente vor- 
kommen, haben wir Versuche mit dem Inhalte vom Pansen, 
vom Diinndarm und mit der Pankreasdriise vom Rinde ange- 
stellt. Zu diesem Zwecke wurde die Pankreasdriise fein zer- 
hackt und in Gegenwart von Toluol mit wenig Wasser extra- 
hiert. Ebenso wurde der Panseninhalt mit etwas Wasser ver- 
mischt. Von allen drei Praparaten gewannen wir dann einen 
wasserhellen und bakterienfreien Extrakt mit Hilfe der Filtra- 
tion durch einen Zsigmondy-Filter (De Haens Membranfilter, 
Chemische Fabrik ,List“ Seelze bei Hannover). Da alle Ver- 
suche negativ verliefen, filtrierten wir die drei Priiparate di- 
rekt durch Filtrierpapier und wiederholten den Versuch mit 
den so gewonnenen Lésungen: auch hier war das Resultat 
negativ. Von der Wirkungskraft unserer Fermentlésungen 
iiberzeugten wir uns dadurch, daf} wir mit Hilfe des Pankreas- 
saftes und des Panseninhaltes Maltose und mit Hilfe des Darm- 
saftes Rohrzucker fermentativ spalteten. Wir verwandten 
hierzu die Filtrate durch Filtrierpapier. Ein Filtrat aus Pankreas- 
driise durch Zsigmondy-Filter gab keine Spaltung der Maltose: 
das Ferment geht also nicht durch das Membranfilter, trotz- 
dem eins von gréferer Porenweite angewandt wurde. Wir 
machen hierauf ganz besonders aufmerksam, da durch die Ver- 
wendung solcher Filter zu Fermentversuchen sehr leicht Fehler 
entstehen kénnten. 

Wir glauben auf diese Weise den Beweis erbracht zu 
haben, daf} im Organismus des Rindes Zellobiose spaltende Fer- 
mente nicht vorkommen und dafi die Spaltung der Zellobiose 
den Zellulosebakterien iiberlassen bleibt, welche sich nachweis- 
lich im Besitze eines Zellobiose spaltenden Fermentes befinden '). 





') H. Pringsheim, Zeitschr. fiir physiolog. Chemie, Bd. 78 S. 266 
(1912). 
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